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ABREVIATIONS ET SYMBOLES

AOX : composé organo-halogéné ;

CCM : complexe cellulo-membranaire ;

CPG : chromatographie en phase gazeuse ;

CPG-SM : chromatographie gazeuse couplée a un spectrométre de masse ;
FI : filament intermédiaire ;

h.r. ;: humidité relative ;

ITF : Institut Textile de France ;

KAP : protéines associées aux kératines ;

MEA : acide 18-méthyleinécosanoique ;

TCA : acide trichloracétique ;

U.A. : unité d'absorbance ;

U.V. : ultra-violet ;

X : matrice codée de variation des facteurs du plan d’expérience ;

W : blancheur des fibres de laine ;

Y : matrice des réponse du plan d’expérience ;

O : diametre ;

%>30um : pourcentage de fibres dont le diamétre est supérieur a 30pm ;
Ay : erreur expérimentale ;

Ag : erreur sur ’effet.



INTRODUCTION

En 1998, le marché mondial de la laine peignée était de 547800 tonnes (49% Asie, 41%
Europe et 10% autres). Sur cette production, environ 270000 tonnes ont été employées dans
I’industrie textile de I’habillement. Pour ce type d’utilisation, les fibres doivent étre rendues
irrétrécissables pour pouvoir justifier du label « lavable machine » correspondant. Dans 90%
des cas, le traitement est obtenu par application d’une résine a la surface des fibres
préalablement oxydées par un dérivé chloré. La nature de ce procédé et les tonnages de
matiére impliqués sont a I’origine d’une pollution organochlorée importante de moins en

moins tolérée sur le plan environnemental.

Dans ce cadre, 1’objectif de I’étude proposée par CHARGEURS WOOL est de produire
une fibre irrétrécissable par un traitement respectant I’environnement pouvant s’insérer dans
le procédé continu d’obtention du ruban de laine. Par ailleurs, le flux de matieres circulant
dans la chaine de production est d’environ 1 tonne par heure, cette étape ne doit pas excéder
10 minutes pour ne pas augmenter démesurément la taille de I’installation industrielle.
Idéalement, le surcofit engendré par le procédé ne doit pas excéder 1$/kg de laine, cette
somme correspondant a celle du traitement irrétrécissable d’un kilogramme de fibres par un

procédé classique a base de chlore.

Les enjeux commerciaux sous-tendant cette problématique motivent depuis de
nombreuses années une recherche active. Ainsi, la structure externe des fibres désignée sous
le terme de « cuticule » a été directement mise en cause dans les phénomeénes de feutrage a
I’origine du rétrécissement des étoffes de laine (Shorter, 1923 ; Martin, 1944). La cuticule
constitue donc naturellement la cible privilégiée de la plupart des traitements irrétrécissables.
De nombreux procédés d’oxydation alternatifs tentent aujourd’hui de concurrencer le procédé
au chlore. Citons par exemple les traitements par les gaz plasma (Kan et coll.,, 1998), les
oxydations par le peroxyde d’hydrogéne en présence de divers catalyseurs métalliques ou par
I’ozone (Bradlhey et Coll., 1993 ; Thorsen, 1980). Dans la plupart des cas, les limites de ces
procédés sont soit leur durée, leur colit, leur difficulté de mise en ccuvre ou encore leur faible
efficacité imposant alors I’ajout supplémentaire de résine d’enrobage. Par ailleurs, I’innocuité
environnementale de ces procédés n’a pas toujours été un objectif premier.

En paralléle, la nature essentiellement protéique des fibres kératinisées a orienté trés tot les

chercheurs dans la direction des enzymes protéolytiques. Toutefois, le haut degré de



polymérisation de la cuticule par des ponts disulfures rend cette structure tres résistante aux
attaques protéolytiques. Une étape de pré-traitement oxydatif capable de rompre ce type de
liaison s’est donc rapidement imposée (Heine et Hocker, 1995). Trois procédés font
aujourd’hui figure de référence dans ce domaine sans pour autant avoir trouvé un écho

favorable sur le plan industriel :

le traitement « Chlorzyme » est une solution efficace mais utilisant la papaine sur des fibres
préalablement oxydées par le chlore. Cette solution est donc chere et non écologique
(Moncrieff, 1953).

Le traitement « Perzyme » de Otten et Blankenburg (1962). Ce procédé présente 1’avantage de
remplacer le chlore par le peroxyde d’hydrogéne mais reste onéreux en raison de sa durée et
de I'utilisation de la papaine.

Le traitement proposé par Dybdal et coll. (1996) met en ceuvre la subtilisine, enzyme bon
marché, sur une fibre préalablement oxydée par le peroxyde d’hydrogeéne en présence de

catalyseurs métalliques ou par un plasma a 1’oxygene.

A ce jour, ’obtention de fibres irrétrécissables par voie enzymatique reste une
alternative écologique séduisante au procédé chimique pur. Ainsi, en accord avec
CHARGEURS WOOL, le choix du biocatalyseur s’est arrété sur un mélange de subtilisines
industrielles peu spécifiques. Il apparait clairement que ’attaque enzymatique ne saurait étre
efficace sans une étape préalable de prétraitement chimique. L’objectif de ces travaux est de
définir la nature de ce prétraitement chimique ainsi que les modalités de sa mise en ceuvre
avant I’étape d’hydrolyse enzymatique. En plus des contraintes environnementales, le procédé
irrétrécissable devra respecter d’une part les astreintes industrielles (coit, durée...) et d’autre

part les qualités globales du produit obtenu (couleur, résistance, finesse...).

Dans un premier chapitre bibliographique, des rappels sur le procédé de peignage des
fibres de laine recentrent la problématique dans son contexte industriel. L’étude détaillée de la
structure et de la composition biochimique des fibres permettra de mieux comprendre
’origine et les conséquences du feutrage. Enfin, les solutions industrielles actuelles et les
perspectives de lutte chimique et enzymatique contre le feutrage ont également été

développées.



Ces travaux ont été articulés autour de trois axes successifs :

Aprés une étude concise de la préparation enzymatique, nous avons montré que la
sensibilité des fibres de laine a I’hydrolyse dépendait de leur oxydation préalable par le
chlore. Les modifications engendrées par ce traitement ont été analysées en détail selon deux
angles distincts. Les modifications affectant les caractéristiques physiques observables par les
outils spécifiques de ’industrie textile et celles plus fines affectant la présence d’un marqueur
biochimique de la surface, le 18-méthyleicosanoate. L’efficacit¢ de ce traitement, dans

I’objectif initial d’irrétrécissabilité, a également ét¢ montrée.

Par la suite, différentes voies d’oxydation alternatives au chlorage ont été recherchées.
Nos investigations se sont concentrées sur ’oxydation par le peroxyde d’hydrogéne en

présence de divers catalyseurs métalliques, par I’acide performique et par 1’ozone.

Enfin, parmi I’ensemble des solutions sondées, deux pistes ont été étudiées plus en
détail : 1’oxydation par 1’acide performique et celle par 1’ozone. La technique des plans
d’expériences factoriels complets & deux niveaux puis I’optimisation par simplex de type 1
nous ont conduit & abandonner la voie d’oxydation par 1’acide performique. Cette méme
technique des plans d’expériences factoriels complets & deux niveaux puis composite centré a
démontré ’efficacité du traitement par 1’ozone. Un test ultime de rétrécissement en machine
d’une étoffe de laine tricotée a partir de fibres oxydées par ’ozone et attaquées par les

subtilisines confirme finalement la faisabilité de ce procédé d’avenir.



RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES




Cette étude bibliographique a été subdivisée en trois parties. Dans un premier temps, la
problématique a été recentrée dans son contexte industriel. Par la suite, la structure et la
composition des fibres de laine ont été étudiées en détail. Enfin, a la lumiére de ces éléments, le
feutrage responsable du rétrécissement des étoffes de laine a également été défini et les

solutions actuelles et futures de son éradication abordées.

1. Rappels sur le procédé de peignage des fibres de laine dans ’industrie textile

Les grandes étapes du peignage de la laine sont les suivantes :

e Nettoyage : les tonsures de mouton réceptionnées en balles de 170 a 400kg sont lavées pour
éliminer le maximum de débris végétaux, de résidus terreux et de graisse qui peuvent
constituer jusqu'a 40% du poids de matiére brute (figure 1). Cette étape est réalisée par

passage dans trois bains successifs & pH~9 en présence d’un détergent industriel (Valsol).

Figure 1 : Photographie des balles de laine (@) et des fibres de laine brute avant lavage (@).

e Séchage : les fibres sont essorées entre deux rouleaux jointifs de maniére a éliminer un
maximum d’eau de lavage. La matiére transportée par des bandes porteuses traverse trois
séchoirs en série diffusant de I’air chaud (80°C) dans la masse de fibre. Cette étape permet de

réduire I’humidité relative des fibres de 50% aprés essorage & 2% a la sortie du dernier séchoir.



o Cardage : cette opération consiste a déméler, individualiser et paralléliser les fibres. Par
ailleurs, I’étape élimine les derniéres impuretés végétales encore présentes a I’issue du lavage et

du séchage.

e Peignage : la matiére progresse a travers une série de peignes de plus en plus fins qui
parallélisent de plus en plus les fibres et permettent d’éliminer les fibres courtes (blousse). A
I’issue du peignage, les fibres de laine sont conditionnées sous forme de ruban uniforme (figure
2) pouvant subir ensuite des opérations classiques de transformation (filature, tissage,

blanchiment, teinture, application d’appréts...).

Figure 2 : Ultime étape de conditionnement des rubans de laine.

L’étape de traitement d’irrétrécissabilité des fibres pourrait étre insérée dans ce procédé de
peignage. Stratégiquement, il serait plus intéressant de localiser le traitement entre 1’étape de
lavage et de peignage. En effet, au cours de I’étape de peignage, le feutrage a I’origine du
rétrécissement des fibres de laine est responsable d’une perte par cassage d’environ 10% de la
matiére. L’élimination du feutrage en amont de ce stade permettrait donc théoriquement de

récupérer 10% de fibres.



2. Structure et composition de la fibre de laine

La fibre de laine, comme tout poil animal, est une sécrétion glandulaire issue de la peau. La
croissance du poil est réalisée par prolifération des cellules du bulbe poussées a travers le

follicule (figure 3).

Stratum corneum - STErreeTII L Epiderme

- Gaine interne de 1a racine
Glande sudorifére

Derme ou Corium

Figure 3 : Implantation du poil de laine dans la peau (Collins et Davidson, 1997).

2.1 Structure fine de la fibre

La fibre de laine est un matériel composite issu de l'assemblage de trois composants

histologiques mineures : la cuticule, le cortex et le complexe cellulo-membranaire (figure 4).
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Figure 4 : Structure morphologique de la laine.

Les cellules de la cuticule [1] sont directement en contact avec le milieu extérieur et i1solent
ainsi le poil. Cette cuticule est constituée par trois couches (épicuticule [1.1], exocuticule
[1.2], endocuticule [1.3]) qui recouvrent la totalité du cortex. Les deux types de cellules
corticales, le paracortex [2.1] et I’orthocortex [2.2] ne sont pas disséminés de fagon homogene
dans le cortex mais répartis en deux groupes distincts sur toute la longueur du poil. Ces
cellules, ainsi que la surface de la cuticule, sont recouvertes par le complexe cellulo-
membranaire [3.1]. Chaque cellule corticale est formée par le reste des constituants de la
cellule initialement vivante [3.2] et par des macrofibrilles [4]. Les macrofibrilles sont
constituées par 1’assemblage de microfibrilles [5] emprisonnées dans une matrice
interfilamentaire contenant des protéines associées & la kératine [4.1]. Les microfibrilles sont

elles-mémes issues de 1’assemblage de dimeres [6] de kératine [7].

Par ailleurs, un canal médullaire peut également étre présent dans les laines grossiéres, il se
compose de cellules creuses avec un squelette de protéines amorphes et de fins filaments
(Clement et coll., 1988). Lorsque ce canal est présent, il est localisé dans la partie centrale de
la fibre.

11



2.1.1. La cuticule

La cuticule constitue environ 10% (g/g) de la fibre kératinisée (Bradbury et King., 1967).
Présente a la surface du poil ou elle agit comme couche protectrice, elle est directement
impliquée dans les phénomeénes de feutrage (Moncrieff, 1953 ; Bradbury, 1960, 1961 ;
Makinson, 1979).

Les cellules de la cuticule, 1égérement courbées et rectangulaires sont souvent comparées aux
tuiles d’un toit. Comme le montre la figure 5, cette structure est bien visible en microscopie

électronique a balayage.

Figure 5 : Fibres de laine observées en microscopie électronique  balayage. L'extrémité de la cellule

de cuticule est délimitée par une arréte saillante qui chevauche la cellule suivante (Klausen et coll.,
1995).

Pour la laine de mérinos, Bradbury et Leeder décrivent en 1970 des cellules de dimensions
relativement homogénes 30x20x0,6um. Toutefois, des études plus récentes menées par Phan

et coll. (1995) ont révélé une grande hétérogénéité au sein d’une méme fibre. Ainsi les

12



cellules cuticulaires couvrant le coté orthocortical (39um) de la fibre kératinisée seraient plus
courtes que celles présentes du coté paracortical (60pm). Cette situation entraine un
chevauchement des cellules de cuticule de moins grande amplitude du coté orthocortical
(20%) par rapport a celles du coté paracortical (33%). Cette équipe a également montré que
si, de maniére générale, une seule cellule de cuticule couvrait la face orthocorticale, 1,2 ou 3
cellules peuvent étre superposées sur la face paracorticale. De plus, I’épaisseur des cellules de
cuticule varie en fonction de leur localisation au niveau de la surface du poil de laine. Ainsi
I’épaisseur de la cuticule mesurée de la racine du poil a son extrémité terminale passe de 80-
100 a 500-600nm. De plus, les dimensions les plus faibles sont observées au niveau de la
cellule de cuticule se trouvant directement en contact avec le cortex alors que les épaulements
de cuticule constituant les arrétes peuvent atteindre 800nm. Ces valeurs sont toutefois
fortement influencées par de nombreux facteurs comme par exemple le taux d’humidité de la
fibre (Huson et coll., 1995).

La structure de la cuticule a pu étre étudiée en détail des qu’il fut possible de 1’isoler de la

fibre. C’est Allworden en 1916 qui y parviendra le premier a 1’aide d’eau saturée en chlore.

La cuticule est constituée par I’assemblage de 3 couches superposées. De 1’extérieur de la
fibre vers le cortex on distingue : 1’épicuticule, ’exocuticule (A et B) et ’endocuticule

(figure 6).

EPICUTICULE (12% CYS)

N

EXOCUTICULE "A"
x 35% CYS)

EXOCUTICULE "B"
(15% CYS)

A

ENDOCUTICULE
(3% CYS)

.....
..................
...................
...........
-----

CIMENT INTERCELLULAIRE (1% CYS) 4

Figure 6 : Représentation schématique de la structure de la cuticule de laine en coupe longitudinale
(Leeder, 1986).
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2.1.1.1. L’épicuticule

Il s'agit d'une membrane hydrophobe semi-perméable couvrant la surface externe de la
cuticule. Cette structure parfois associée au complexe cellulo membranaire est
essentiellement de nature protéique (=75%) riche en soufre (=12% de cystéine) et lipidique

(=5%) (Lofts et Truter, 1969 ; Bradbury, 1973).

L'épicuticule d'une épaisseur de 50 a 70A est formée par la juxtaposition d'une couche basale
de protéines liées de maniére covalente 4 une couche lipidique d'environ 9A appelée couche
«F» (Ward et coll., 1993). Cette pellicule lipidique est constituée par une monocouche

d'acides gras thioesterifiés sur les résidus de cystéine (Figure 7).
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Figure 7: Représentation schématique de I'épicuticule en contact direct avec la couche A de
I'exocuticule. Les acides gras (majoritairement l'acide 18-méthyleicosanoique) de la couche « F » sont
reliés de maniere covalente aux cystéines de la matrice protéique par des liaisons thioesters (Negri et

coll., 1993)
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2.1.1.2. L’exocuticule

L’exocuticule constitue 64% (g/g) de I’écaille totale et 6,4% du poids total de la fibre
(Bradbury et Ley, 1972). Elle est formée par la superposition de deux couches de nature
différente :
e la couche « A » de 0,1um d’épaisseur localisée sur la partie la plus externe de la
fibre correspond a 1’élément cuticulaire le plus riche en composés soufrés.

e la couche « B » en contact direct avec 1’endocuticule.

2.1.1.3. L.’endocuticule

Cette couche constitue, pour la laine de mérinos, 38% (g/g) de la cuticule totale et 3,6% du
poids total de la fibre (Bradbury et Ley, 1972).

L’endocuticule correspond au vestige de cytoplasme et de constituants cellulaires des cellules
de cuticules initialement vivantes (Birbeck et Mercer, 1957 ; Rogers 1959A ; Peters et
Bradbury, 1972). L’endocuticule est localisée entre 1’exocuticule et le complexe cellulo-
membranaire (CCM) qui I’isole du cortex.

Contrairement a I’exocuticule, I’endocuticule peut étre digérée par les enzymes protéolytiques

(Birbeck et Mercer, 1957 ; Bradbury et Ley, 1972).

2.1.2. Le cortex

Le cortex représente 90% (g/g) de la fibre. Il se compose de cellules de 80-100um de long
pour 3-6um de large. Les deux types de cellules qui définissent la nature dichotomique du
cortex sont I’orthocortex et le paracortex (Kulkarni et coll,, 1971). Les dimensions et
proportions relatives de chaque type de cellule varient d’un type de laine a 1’autre, mais
Iorthocortex est souvent plus développé que le paracortex (figure 8). Par ailleurs, dans
certaines fibres un mesocortex en proportion trés minime peut également étre observé (Brown

et Onions, 1960).
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Figure 8 : Coupe ultraminces transversale (2 gauche) et longitudinale (a droite) d'une fibre de laine
observée au microscope €lectronique a transmission. La cuticule correspondant & la partie la plus
externe de la structure délimite la masse centrale constituée par l'orthocortex (gris claire) et le

paracortex (gris foncé) (Phan et coll., 1995).

Les cellules corticales, délimitées par le CCM, sont constituées a 85% par des macrofibrilles
réparties de maniére homogeéne dans la cellule et solidarisées par un ciment intermacrofibrilaire
(Bradbury, 1973).

La quantité de matériel intermacrofibrilaire est plus importante dans I’orthocortex que dans le
paracortex. Ainsi, les macrofibrilles du paracortex sont bien plus compactées que celle de

PPorthocortex (Rogers 1959B).

2.1.2.1. Le ciment intermacrofibrilaire

Ce ciment est constitué par les restes nucléaires et cytoplasmiques des cellules corticales

initialement vivantes.

2.1.2.2. Les macrofibrilles

Les macrofibrilles sont des composés fibrillaires semi-cristalins correspondant au produit de

kératinisation du kératinocyte. La cohésion longitudinale des cellules du cortex est assurée
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par les macrofibrilles qui interpénétrent deux cellules adjacentes au niveau de la zone
d’interdigitation (Zahn, 1996).

Les macrofibrilles résultent de 1’assemblage de paquets de 500 a 600 microfibrilles semi-
cristallines et d’une masse de protéines associées a la kératine, I’ensemble étant emprisonné
dans une matrice. Les microfibrilles et les protéines associées aux kératines interagissent a
Pintérieur de la macrofibrille soit par des ponts disulfures latéraux, soit sous forme
d’inclusions (Wagner et coll., 1983 ; Steinert et Roop, 1988).

Par ailleurs, I’arrangement des microfibrilles et de la matrice est beaucoup plus régulier dans

les cellules du paracortex que dans celles de 1’orthocortex (Bradbury et Ley, 1972).

Les microfibrilles présentent un diamétre de 2 & 10pum pour une longueur de 1 a 4mm. Elles
sont constituées par 8 sous filaments (protofibrilles ou protofilaments) eux-mémes constitués
par une unité structurale a 4 chaines contenant 2 dimeres en position antiparallele. Chaque
dimere est constitué par I’arrangement paralléle d’une kératine I (acide) et d’une kératine 11
(neutre ou basique), toutes deux majoritairement o hélicoidales et faiblement soufrées

(Dowling et Sparrow, 1991).
La cuticule et le cortex sont les éléments majoritaires de la fibre de laine, un nouveau

protagoniste, le complexe cellulo-membranaire joue également un role important en assurant

la cohésion de I’ensemble de la structure.

2.1.3. Le complexe cellulo-membranaire

Le complexe cellulo-menbranaire (CCM) constitue une structure complexe entourant les
diverses cellules du cortex et de la cuticule (épicuticule). En formant ainsi un réseau a travers

la fibre, il joue un rdle important de cohésion de I’ensemble (figure 9).
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Complexe cellulo-membranaire
Cellule de cuticule

\

Cellule corticale

Figure 9 : Illustration schématique des trois grandes structures observées dans la fibre de laine. Le

CCM constitue un réseau qui solidarise les cellules cuticulaires et corticales (Leeder, 1986).

Ce complexe mesure environ 28nm d’épaisseur et correspond a 3,3% du poids total de la fibre
dont 0,8% de lipide, 1,0% de protéine et 1,5% de membrane résistante (Bradbury, 1973).
Cette structure est synthétisée au niveau des follicules de laine localisés dans 1’épiderme. Le
CCM résulte de l’assemblage de 2 membranes cytoplasmiques de cellules adjacentes
initialement vivantes grice a un ciment intercellulaire.

L’observation au microscope électronique a transmission montre que le CCM est constitué

par I’association de 5 couches : deux couches lipidiques B séparées par une couche centrale

intercellulaire 8, ’ensemble flanqué par deux couches intracellulaires i (figure 10) (Bryson et

coll., 1995).

Couche i couche B couche & couche f3 couche i
36A 664 36A
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Figure 10: Représentation schématique du complexe cellulo-membranaire cortical de la laine

montrant les relations des différentes couches lipide/protéine. a = bande cytoplasmique de protéine
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kératineuse, b = lamelle interne kératinisée de protéines fibreuses hydrophobes, ¢ = couche de lipides
modifiés avec les tétes polaires rattachées aux protéines fibreuses, d = lamelle extérieure, e = protéines

globulaires du matériel intercellulaire, f = « zone de contact » (Bryson et coll., 1995).

2.1.3.1. La couche &

Elle forme une structure tridimensionnelle se propageant dans toute la fibre. La couche § peut
étre subdivisée en 5 sous-couches.

Deux sous-couches (d), localisées a la lisicre de la couche &, sont constituées par des
protéines fibrillaires hélicoidales hydrophobes. Ces sous-couches correspondent aux lamelles
extérieures kératinisées des membranes cytoplasmiques originelles. Les 2 sous-couches (¢)
sont formées par I’assemblage de protéines globulaires pauvres en soufre. La sous-couche (f)
se trouve au centre de la couche J, elle constitue une « zone de contact» de protéines

globulaires solubles liées notamment par des ponts disulfures.

2.1.3.2. Les couches B

Ces couches sont formées par les chaines aliphatiques hydrophobes de la bicouche de lipides
issus des membranes cytoplasmiques considérablement modifiées. Selon certains auteurs,

cette couche serait toujours traversée par des protéines.

2.1.3.3. Les couches i

Elles sont localisées directement a la lisiere du CCM. Deux sous-couches distinctes sont
observables, la premiere (b) correspond aux lamelles internes des membranes cytoplasmiques
dont la composition n’est pas différente de celle des sous couches (d). La deuxiéme sous-
couche (a) correspond au résidu cytoplasmique, elle est constituée par des protéines

kératineuses.
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2.2. Composition chimique de la laine

La laine anhydre contient 97% (g/g) de protéines, 2% (g/g) de lipides internes ou présents a la
surface de la fibre et 1% (g/g) de sels minéraux et hydrates de carbone (Heine et Hocker,

1995).

2.2.1. Les protéines

La répartition des acides aminés dans les différentes structures de la fibre a été rapportée dans

le tableau 1 :

Tableau 1: Répartition en % (moles/mole) des acides aminés de la laine de mérinos (Bradbury,

1973).

ACIDE LAINE CORTEX CUTICULE
AMINE entiére | ortho | para | entitre épi €X0 endo
alanine 5,3 5,6 5,4 5,8 4,6 6,4 6,7
arginine 6,8 6,8 6,5 4,3 4,3 4.8 5,0
ac. aspartique 6,4 6,7 6,3 3,5 5,8 2,1 7.4
citruline + ornithine 0,1 0,0 0,0 0,0 0,9 0,0 0,0
ac. cysteique + '/, cystéine | 10,6 10,3 12,9 15,7 11,9 19,9 3,1
ac. glutamique 11,9 12,1 12,6 8,7 10,7 8,5 10,3
glycine 8,6 8,6 7,5 8,2 15,3 8,6 8,1
histidine 0,9 0,7 0,7 0,8 1,0 0,5 1,1
isoleucine 3,1 3,2 3,3 2,7 2,5 2,9 3,9
leucine 7,7 8,4 7,3 6,1 5,5 4,6 9,3
lysine 3,1 2,8 2,3 2,7 4,8 2,1 4,2
méthionine 0,5 0,4 0,4 0,3 0,0 0,2 0,8
phénylalanine 2,9 2,7 2,2 1,7 1,9 1,2 3,9
proline 5,9 6,3 7,0 10,5 5,8 12,3 8,9
sérine 10,2 10,2 10,5 14,3 13,6 11,8 10,7
thréonine 6,5 6,1 7,0 4,4 3,6 3,9 5,5
tyrosine 4,0 34 2,4 2,8 2,1 2,0 3,6

Au dela de cette répartition en acides aminés, il faut également noter la présence de liaisons
peptidiques rares pouvant apparaitre entre la lysine et ’acide glutamique. Ainsi, des motifs de

N°-(y-glutamyl)lysine ont été isolés de la cuticule (endocuticule majoritairement) (Roper et

coll., 1984).
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A l'échelle des protéines, deux types de molécules sont distinguables: les filaments

intermédiaires de kératine (type I et II) et les protéines associées aux kératines.

2.2.1.1. Les protéines associées aux kératines

Il s'agit de la matrice protéique englobant les différents filaments intermédiaires de kératine.
La structure primaire des protéines associées aux kératines est aujourd’hui bien connue.
Toutefois, leur structure tertiaire et supramoléculaire ainsi que la localisation exacte des ponts
disulfures intracaténaires et extracaténaire restent encore inconnues (Zahn, 1996).

Dans les années 60, ces protéines ont été subdivisées en trois familles : les protéines riches en
soufre (< 30% en moles de cystéine ), les protéines ultra-riches en soufre (> 30% en moles de
cystéine) et les protéines riches en glycine/tyrosine (35-60% en moles). Toutefois, les
découvertes toujours croissantes de nouvelles protéines ayant singuliérement compliqués la
nomenclature, nous utiliserons en plus de leur ancienne terminologie, celle mise au point par
Powell et Coll., (1997). Ces auteurs définissent les protéines associées aux kératines par la
terminologie KAP m.n ou la lettre « m » caractérise un numéro de famille ou une protéine
unique et « n » un numéro de composant. Pour la laine de mouton, les protéines associées aux

kératines identifiées ont été rassemblées dans le tableau 2 :

Tableau 2 : Nature des protéines associées aux kératines.

terminologie de ancienne nombre | nombre % (moles/moles)
Powell et Rogers nomenclature de d'acides nature de I'acide aminé
(1997) protéines | aminés dominant.
KAPI.1-KAP1.4 | riche en soufre B2 4 151-181 S:;gse 22% de Cys
KAP2.1-KAP2.12 ”CheB‘;rI’Ifufre >7 130-132 |  basique  |24% de Cys
riche en soufre neutre- o
KAP3.1-KAP3 4 BIIB 4 94-97 basique 16% de Cys
) . 80% Cys, Pro,
KAP4.1, KAP4.2 2 211 basique Arg, Thr, Ser
EA:I)JSS L’ KK?\II)35525’ ultra riche en soufre 4 168-197 | tres basique |33% Cys, 27% Gly
Il riche en . 60% Gly, Tyr;
KAP6.1-KAP62 | PC ~ o Gly, Tyr;
6.2 aly/tyr 2 80 basique 11% Cys
type I riche en . 35% Gly, Tyr; 6%
KAP7 aly/tyr C2 1 84 basique Cys
type I riche en . 40% Gly, Tyr ; 6%
KAPS8 aly/tyr F 1 61 basique Cys
KAP10.1 ultra riche en soufre 1 294 trés basique [ < 1% Gly

21



Les protéines associées aux kératines sont réparties de maniere tres spécifique dans la fibre de
laine. Ainsi, les protéines des familles KAPS et 10 sont exprimées au niveau de la cuticule, ce
qui explique la richesse de cette structure en cystéine. Les familles KAP1, 2 et 3 sont traduites
dans l'ensemble du cortex, alors que les protéines de la famille KAP4 sont localisées
spécifiquement dans le paracortex et celles de KAP6, 7 et 8 au niveau de l'orthocortex
(Powell et Rogers, 1997).

2.2.1.2. Les filaments intermédiaires de kératine

Les filaments intermédiaires de kératine (FIs) constituent une super-famille de protéines de
deux types appelées kératine de type I (acide) et kératine de type II (neutre ou basique). La

structure globale de ces protéines est représentée figure 11 :

1A 1B 24 2B
Typel  E1-V1-H1{ T SR I VH2-V2-E2
Type Il E1-VI-H1{ (] I | FH2-V2-E2
L1 L12 L2

Figure 11 : Structure générale des dimeres de type I-type II constituant les filaments intermédiaires de
kératine. Les deux protéines sont constituées par des domaines terminaux non hélicoidaux flanquant
un domaine a-hélicoidal (schématisé par des barre). Le domaine conservé central de 46nm de long est
constitué par quatre segments en o-hélice (1A, 1B, 2A et 2B) interrompus par des régions non
hélicoidales joignantes (L1, L12 et L2). Les extrémités N-terminale et C-terminale non hélicoidales
sont relativement courtes (E1, V1, Hl et E2, V2, H2 respectivement). E constitue un domaine
terminal, V une région a séquence variable et H un domaine présentant une trés forte homologie de

séquence entre les deux types de chaine (Powell et Rogers, 1997).

Quatre FIs de kératine de type I ont été observés chez le mouton, deux d'entre eux ont
enticrement été séquencés (K1.1 et K1.2). De méme, quatre FIs de kératine de type II ont
également été mis en évidence et leur séquence partiellement ou totalement déterminée (K2.9,

K2.10, K2.11 et K2.12), (Powell et Rogers, 1997).
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2.2.2. Les lipides

La laine directement prélevée sur 1'animal est naturellement recouverte d'une pellicule de
suint correspondant a une couche lipidique sécrétée au niveau des follicules pileux. Lors du
traitement industriel de la laine, le suint est éliminé par une étape de lavage alcalin souvent
tres en amont dans le procédé. Abstraction faite de ces corps gras, la composition lipidique de
la laine reste trés complexe. Ainsi, sur le plan biochimique, Rivett, (1991) distinguent trois
grandes composantes : les stérols (= 40%), les lipides polaires (= 30%) et les acides gras (=
25%). Sur le plan structural, les lipides sont répartis en deux catégories en fonction de leur
localisation et de la nature des interactions qui les lient a la fibre. Ainsi, nous pouvons

distinguer :

2.2.2.1. Les lipides non liés a la fibre de laine

Ces lipides ne créent pas d'interaction covalente avec la fibre mais forment des inclusions au
niveau du CCM qui peuvent étre facilement extraites par les solvants organiques. II s'agit des
stérols (*/, de choléstérols, '/; desmostérols), des lipides polaires (sulfate de cholestérol,
céramide et glycosphingolipides) et des acides gras libres ou acide gras internes (acide

oléique, palmitique et stéarique essentiellement) (Negri et coll., 1993).

2.2.2.2. Les lipides liés a la fibre de laine

Bien que l'existence de tels lipides ait été postulée des les années 50, ils furent partiellement
libérés et détectés pour la premiére fois en 1985 par Evans et coll. Cette équipe exposant la
fibre de laine a du t-butoxyde de potassium en solution anhydre dans le t-butanol montra la
présence majoritaire de 18-méthyleicosanoate. Un groupement méthyle en antépénultiéme
position ramifie de fagon inhabituelle cet acide gras (figure 12).
O

19 17 //
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20 2 OH
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Figure 12 : Acide 18-méthyleicosanoique.
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Par la suite, de nombreux autres lipides liés a la laine ont été mis en évidence par des
techniques complémentaires tels que I'hydrolyse alcaline par la soude en présence d'alcool
(saponification) ou par traitement a I'eau chlorée en condition acide (Negri et coll., 1991,
1992 ; Evans et Lanczki, 1997). Ainsi, Wertz et Downing, (1988) classent en 5 catégories les
lipides totaux de la laine : les alcools gras (trace-0,2 mg/g de fibre), le cholestérol (0,3 a
1,4mg/g), le sulfate de cholestérol (0,7 a 2,9mg/g), les céramides (0,6 a 1,4mg/g) et les acides
gras (2,3 4 4,0mg/g). Dans le cas des acides gras liés, une liste complémentaire de composés

est venue enrichir la présence du 18-méthyleicosanoate (tableau 3).

Tableau 3 : Composition en acides gras liés de fagon covalente a la fibre de laine (Wertz et Downing,
1989).

ACIDES GRAS % (g/g)
acide myristique (14:0) 0,6
acide pentadécanoique (15:0) 0,3
acide palmitique (16:0) 17,3
acide palmitoléique(16:1) 1,9
acide heptadécanoique (17:0) 1,0
acide 14-méthylhexadécanoique (17:0ai) 4,6
acide stéarique (18:0) 10,2
acide oléique (18:1) 5,2
acide nonadécanoique (19:0) 0,3
acide 16-méthyloctadécanoique (19:0ai) 3,8
acide arachidique (20:0) 2,5
acide 18-méthyleicosanoique (21:0ai) 47,6
autres 4,7

Ce type d'acides gras est en majorité localisé en surface de la fibre au niveau de la couche
« F » de I'épicuticule. Ainsi, Peet et coll., (1992) estiment, par calcul, qu'un résidu d'acide
aminé de I'épicuticule sur dix est lié & un acide gras ; ce qui implique la quasi-totalité des
cystéines présentes sur cette structure. Par ailleurs, les interactions liant ces lipides a la fibre
de laine sont essentiellement de type thioester ce qui explique qu'ils ne puissent étre extraits
par les solvants organiques. Leur importance est telle que la couche « F» conditionne en

partie les propriétés hydrophobes de la cuticule (Kalkbrenner et coll., 1990).
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3. Le feutrage de la laine

3.1. Définition

Seules les fibres kératinisées sont susceptibles d'induire un feutrage. En effet, ce phénoméne
est étroitement li€ aux propriétés frictionnelles des fibres imposées par la présence de la
cuticule. Le feutrage apparait lorsqu'une masse de laine agitée dans l'eau est soumise a une
certaine pression. Chaque fibre bouge préférentiellement dans une direction et contribue a
l'enchevétrement et a la compaction de I'ensemble de la structure. Le produit ainsi obtenu est
un feutre. En association avec le feutrage, le changement habituellement non désiré survenant
sur les pieces de tissus est un rétrécissement pouvant atteindre dans les cas extrémes une
amplitude de 50% de la taille initiale. De nombreuses théories permettant d'expliquer ['origine

du feutrage ont été avancées.

3.2. Mécanisme du feutrage

Shorter propose en 1923 un mécanisme qui sera par la suite largement approfondi. La figure
13 permet d'illustrer les grandes étapes du feutrage aboutissant au rétrécissement des étoffes

de laines.

Figure 13(a-d) : Illustration du mécanisme de feutrage proposé par Shorter (Markinson, 1979).
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Au niveau du fragment de laine AB, deux types d'interaction avec des fibres voisines sont
envisageables. Dans le cas du contact au noeud T, les contraintes entre les fibres sont si fortes
qu'aucun mouvement de AB n'est possible dans cette région (enchevétrement total). Par
contre, au nceud P, les contraintes plus faibles n'entravent pas totalement le glissement de AB
par rapport aux fibres voisines (enchevétrement partiel).Pour des raisons d'encombrement
stérique de la cuticule, le mouvement de AB par rapport a P n'est possible que dans le sens de
la pointe vers la racine (B-—>A). Ainsi, comme le montre la figure 13(a) et 13(b), sous I'effet
de compression des fibres, le neeud P glisse de maniere irréversible vers le nceud T qui est
resté immobile. Cette translation aboutit & un retrait irréversible. Dans le cas de la figure 13(c)
et 13(d) le mouvement AB dans le sens de la racine vers la pointe étant impossible, il n'y a
pas de translation de P vers T. Ainsi, lorsque la contrainte cesse, la fibre (d) revient dans sa

position initiale (c).

Cette théorie a été complétée par Martin en 1944. Pour cet auteur, le rétrécissement est obtenu
lors de séries de compression et d’extension de la masse de fibres de laine. Comme dans le
modele de Shorter défini précédemment, le phénomene est uniquement observable dans les
zones de contrainte partielle (figure 14, @©). Sous ’action de forces de compression, les fibres
qui se plient rencontrent passivement les racines d’autre fibres. Dés lors, ces fibres qui
s’interpénetrent finissent par s’accrocher les unes aux autres (@). L’extension de 1’échantillon
entraine de maniére irréversible les racines dans une mouvement de compaction aboutissant a

un enchevétrement total (®).
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Les mécanismes sous-tendant le phénomene de feutrage restent complexes et ne sont
aujourd’hui encore que trés partiellement connus. Dans la plupart des cas, le feutrage est une
modification non désirée. De nombreux procédés antifeutrants ont donc été recherchés par les

industriels.

3.3. Solutions industrielles actuelles de lutte contre le feutrage

A ce jour, environ 90% des traitements contre le rétrécissement impliquent l'utilisation d'une
forme de chlorage et l'application de résine. De nombreux procédés sont mis a la disposition

des industriels (tableau 4).
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Tableau 4 : Quelques procédés contre le rétrécissement de la laine.

Nom commercial Type de procédé
Basolan® DC Chlorage acide contrdlé (dichloroisocyanurate de potassium, DCCA)
Chlorure de permanganate (Dylan Z)
Dylan® Acide permonosulfurique (Dylan XCS et Dylan XB)
Acide permonosulfurique, DCCA (Dylan XB2)
Wurlan® (ou L.F.P) |Polymérisation interfaciale de nylon sur la surface de la fibre

Toutefois, I'application de ces procédés a l'échelle industrielle reste limitée par rapport au

systeme chlorage/Hercosett 57° réalisé en deux étapes :

e un prétraitement oxydant par chlorage gazeux (1-2% de Cl,) en milieu acide suivi d'une
neutralisation par un sulfite de sodium (Na,S,0,0u NaHSO, ou Na,SO, ou Na,S,0,). Cette
étape permet d’oxyder les cystines en acide cystéique (figure 15A) et d'hydrolyser
quelques liaisons peptidiques (figure 15B) :

R-S-S-R!' CHLORATION > NEUTRALISATION N R—SO3H + HO3S-R' ( A)
R-CONH-R' + Cl, - R-CONR'-Cl —%:2 5 R-COOH + H,N-R' (B)

Figure 15 : Oxydation des fibres de laine par le chlore.

¢ l'augmentation de la tension superficielle critique des fibres résultant du chlorage permet
leur encapsulation par un polymére de polyamide-epichlorhydrine (Hercosett 57°)

(Anderson et coll., 1971).

L'utilisation de ce type de technologie a 1'échelle industrielle est soumise aux restrictions
environnementales limitant le rejet des composés organohalogénés (AOX) dans les effluents.
Ainsi, ces procédés étant condamnés a disparaitre & plus ou moins longue échéance, une
intense activité de recherche a été réalisée dans 1’objectif de trouver de nouveaux procédés

pouvant se substituer au chlorage.
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3.4. Quels traitements pour l'avenir ?

3.4.1. Les oxvydations alternatives au chlore

Ces recherches ont eu pour objectif principal de remplacer le chlore qui est la source

principale d’organohalogéné. Ces oxydations constituent pour la plupart une 1°° étape

préalable avant ’encapsulation des fibres par un agent polymérisant de surface.

3.4.1.1. Oxvydation par procédé plasma

L'application de traitement plasma sur les fibres consiste & soumettre la masse de laine a un
champ électromagnétique dans un gaz (O,, N,...) partiellement ionisé¢ sous une pression
appropriée. Ce procédé a faible consommation d'énergie ne donne lieu a aucun effluent
toxique ou polluant. Toutefois, il nécessite l'installation d'un matériel complexe et onéreux
ainsi que le conditionnement des fibres sous une forme parfaitement déshydratée. Par ailleurs,
les traitements plasma ne sont pas suffisants pour obtenir a eux seuls le critére irrétrécissable

"lavable machine" et nécessite souvent l'application complémentaire d'un polymere de surface
(Kan et Coll., 1998).

3.4.1.2. Oxvdation par l'ozone

Aujourd'hui, l'utilisation de 'ozone n'est plus limitée au retraitement des eaux polluées par les
effluents industriels. Cette molécule est par exemple impliquée dans certains procédés de
stockage agroalimentaire (oeufs, fromages, fruits...) ou de blanchiment des pates a papier. Son

intérét est triple :

¢ O, présente un potentiel d'oxydo-réduction trés élevé de 2,07V (Schulte et coll., 1995). Par
ailleurs, la décomposition de I’0zone dans I’eau conduit 4 ’obtention d’espéces radicalaire

trés réactives (figure 16).
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0, +OH — HO,"+0,”

HO,, <= O,+H" (pKa=4,8)
0, +0, = 0, +0,

O +H" == HO;

HO," — OH' + 0,

OH'+0, == HO,

HO," — HO," + O,

HO," + HO," — H,0, + 20,
HO," + HO," - H,0, + 0, + O,
OH' + OH' — H,0,

0,” + OH" — OH' 0,

Figure 16 : Mécanisme de décomposition de I'ozone dans I’eau (Nayme, 1997).

e La décomposition de l'ozone peut-étre catalysée par de nombreux effecteurs (OH’, H,0,,
TiO,) ou par U.V. Dans ces cas, de nombreux radicaux libres et des peroxydes trés réactifs
vis a vis des matiéres organiques sont générés. Ainsi, en présence d'H,0,, la décomposition

de l'ozone est particuliérement bien connue (figure 17).

OH + 0, -0,” + HO,"

H,0, == H +HO,  (pKa=11,6)
0, +HOO — OH' + 0, + 0,

0,+0,” > 0, +0,

0," +H,0 — OH' + OH" + O,

Figure 17 : Mécanisme de décomposition de I'ozone en présence de peroxyde d’hydrogene.

¢ Le produit ultime de la décomposition de I'ozone est I’oxygene. Un procédé en accord avec

des considérations écologique est donc parfaitement envisageable.

Bradlhey et coll., (1993) montrent 'efficacité du traitement de fibres déshydratées soumises a
l'action de O, en présence d'U.V. Par spectroscopie photoélectronique & rayon X, l'oxydation
d'environ 90% des ponts disulfures de la surface en acide sulfonique (-SO,H) a été mesurée.
Ce taux de conversion s'avere tres supérieur au résultat obtenu par plasma O, (=30%) et du
méme ordre de grandeur que ceux d'un traitement classique par Cl, (=100%). De plus, dans
son brevet, Thorsen a envisagé en 1980 l'utilisation de 1’0zone en solution dans un traitement
contre le rétrécissement de la laine. Le procédé mis en ceuvre utilisant 1’ozone solubilisé
nécessite malheureusement des volumes de solution trés importants pour traiter une faible

quantité de fibre.
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3.4.1.3. Oxydation par le peroxyde d'hydrogeéne

Le peroxyde d’hydrogéne est une molécule oxydante (1,78V) utilisée couramment dans les
procédés de blanchiment des fibres de laine (Schulte et coll., 1995). En 1894, Fenton observe
pour la premiére fois ’action des ions Fe** et Fe** sur le peroxyde d’hydrogéne. Aujourd’hui

bien connues, les principales réactions mises en jeu sont les suivantes (figure 18).

Fe?* + H,0, - Fe** + OH + OH'
Fe** + H,0, — Fe* + HOO" + H*

Figure 18 : Réaction de Fenton.

Les radicaux libres OH® et HOO® sont des molécules oxydantes tres réactives vis a vis des
substances organiques. Par ailleurs, I’utilisation de nombreux autres sels métalliques a €té
envisagée pour catalyser la décomposition du peroxyde d’hydrogéne. Ainsi, Khan et Kasha
générent en 1963 de ’oxygéne singulé 'O, lors de I’oxydation du peroxyde d’hydrogéne par
les ions ClO". Aubry (1985) propose une classification de ces sels fondée sur leur aptitude a
décolorer le tetrapotassium ruben-2, 3, 8, 9-tetracarboxylate qui réagit avec 1’oxygéne
singulé. Cet auteur montre ainsi qu’un rendement de décoloration supérieur a 70% est
notamment obtenu en présence de Ca**, MoO,> (molybdate), WO,* (thungstate) contre 0%

dans le cas du réactif de Fenton (H,0,/Fe**) qui ne génére que des espéces radicalaires.

3.4.2. Les traitements enzymatiques

Parallelement & ces approches par voie chimique, la voie enzymatique de traitement

irrétrécissable des fibres de laine a également été envisagée.

3.4.2.1. Rappels

Historiquement, une des plus anciennes applications des enzymes sur les fibres kératinisées

remonte & 1910 avec le brevet déposé par Dyck pour nettoyer les fibres animales a l'aide de
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pepsine en présence d'HCL. En 1925, Trotman suggére que l'altération des fibres de laines par
les enzymes protéolytiques est similaire a 1'action obtenue par C10™ ou Cl, sur les écailles de
cuticule (Moncrieff, 1953). Michaelis et coll., montrent en 1935 que l'action des enzymes sur
la laine est nettement accélérée en présence d'agent réducteur des ponts disulfures

inattaquables par les biocatalyseurs eux-mémes.

La premiére tentative de traitement infeutrable de la laine par voie enzymatique est proposée
en 1938 par Phillips et Middlebrook. Dans ce procédé mieux formalisé par un brevet déposé
en 1943, la laine est traitée par la pepsine ou la papaine en présence de bisulfite de sodium de
maniere a réduire lés ponts disulfures stabilisant les fibres. Cependant, cette méthode longue
et coliteuse ne permet pas d'obtenir une attaque enzymatique réguliere de la laine. Par la suite,
le procédé antifeutrant « Chlorzyme » propose d'appliquer la papaine en présence de bisulfite
de sodium sur une fibre traitée au préalable par du chlore gazeux (Moncrieff, 1953). Dans ce
cas, l'action de I'enzyme se limite a la surface dégradée de la laine. Bien que l'attaque de la
papaine ainsi obtenue soit beaucoup plus homogene que précédemment, la durée globale de
cette technique excéde les 2 heures et induit une production importante d'organohalogéné.

Ce dernier point a été résolu par le procédé « Perzyme » de Otten et Blankenburg (1962). La
laine préalablement incubée dans une solution alcaline de peroxyde d'hydrogene pendant une
courte durée est traitée par la papaine en présence de bisulfite de sodium. Cette méthode
permet d'obtenir une hydrolyse homogene et le blanchiment des fibres (cité dans Moncrieff,
1953). Toutefois, cette méthode relativement écologique ne semble pas avoir été appliquée a
1'échelle industrielle car coliteuse (papaine, perte de fibres).

La majorité des procédés publiés par la suite utilise également une combinaison chimique
d'oxydation ou de réduction des fibres et une attaque enzymatique avec dans quelques cas
l'application finale d'une résine. Plus original, mais plus cofiteux et de mise en ceuvre
laborieuse, King et coll. (1989) proposent l'utilisation d'isomérase (E.C. : 5.3.4.1) capable de
réarranger les ponts disulfures de la laine en présence de NADH.

L'utilisation de la subtilisine sur des fibres de laine prétraitées par plasma O, ou par le
peroxyde d'’hydrogeéne en présence Na,WO, a été brevetée par Dybdal et coll. en 1996. Ce
procéde relativement écologique donne des résultats intéressants mais inadaptés aux cadences
de production industrielle qui impliquent un traitement continu en milieu liquide ou humide

incompatible avec les plasmas.

32



L’utilisation de subtilisine commerciale a fait I’objet de cette étude. Quelques rappels

bibliographiques permettent de caractériser cette enzyme.

3.4.2.2. Les subtilisines

Les subtilisines (E.C.: 3.4.21.62.) appartiennent a la classe des protéases a sérine (E.C.:
3.4.21.) qui sont probablement les enzymes les plus étudiées dans le domaines des protéases.
Les protéases a sérine ont été retrouvées dans l'ensemble du régne biologique, qu'il s'agisse de
virus, de procaryotes ou d'eucaryotes, et sont ainsi réparties dans plus de 20 familles. Les
¢tudes cristallographiques de plusieurs membres de la famille des subtilisines ont montré de
nombreuses similitudes avec la triade catalytique observée dans le site actif des
chymotrypsines. Ainsi, bien que l'ordre de la séquence des trois acides aminés impliqués
(Asp/His/Ser) et que la structure tridimensionnelle des molécules soient différentes, le
mécanisme général reste identique (Rawlings et Barett, 1994). L'hydrolyse catalysée par ce
type de biocatalyseur repose sur l'attaque nucléophile de la liaison peptidique au niveau du

carbonyle qui présente par résonance une forme ionique marquée (figure 19).

Figure 19 : Résonance de la fonction carbonyle.

Cette attaque trés étudiée dans le cas de la chymotrypsine implique la sérine'®. Toutefois, le
pKa d'ionisation des $-OH sériques étant de I'ordre de 13,7 , la forme alkoxyde nucléophile
(B-O) ne peut étre présente en concentration élevée au pH Iégérement alcalin de
fonctionnement de 'enzyme (Walsh, 1979). Ainsi, un systéme de relais de charge entre la
sérine'”, 'histidine’’ et I'acide aspartique'® permet d'augmenter le caractere nucléophile de la

sérine par transfert de son hydrogene du B-OH sur I'histidine® (figure 20) :
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Figure 20 : Systtme de relais de charge au sein de la triade catalytique du site actif de la
chymotrypsine (Zeffren et Hall, 1973).

Le mécanisme d'hydrolyse protéique par la chymotrypsine est schématisé figure 21. Dans une
premiere étape d'acylation, la sérine attaque le carbonyle de la liaison peptidique (D). L'ester
qui en résulte correspond & un état de transition tétraédrique (sp’) instable qui évolue
rapidement vers un intermédiaire acyl-enzyme par relargage d'un produit (XH) correspondant
au fragment peptidique du c6té C-terminal de la liaison hydrolysée (@).

Dans la deuxiéme étape de déacylation, le carbonyle de l'intermédiaire acyl-enzyme (@) subit
l'attaque nucléophile d'une molécule d'eau. Le nouvel état de transition tétraédrique ainsi
formé évolue rapidement en libérant I'enzyme initiale et le deuxi¢me fragment (RCOOH)

correspondant au peptide c6té N-terminal de la liaison peptidique de départ (@).

ACYLATION

Ser R o Ser Ser
LY Bl )
P < o—c; o-Cto
H X (:) H (:) H=-X
N _— . N —_— . N

DEACYLATION

Ser Ser R
195 LR 195/2 Ro. 1599‘;,/1 L0
o-C%o o-cZ P
H-O, O-H
i H ® K @® Ho o

N _— *N —_— N

o), . oL, oY
Hi “c{Ase , QN _(Asp A “H o, (Asp
oy OVC‘<102 '5"75 o’"C 102 g'75 'o;c 102

Figure 21 : Représentation schématique du mécanisme catalytique hypothétique de la chymotrypsine
(Zeffren et Hall, 1973).
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Au niveau industriel, les subtilisines ont largement bénéficié des progres apportés par le génie
génétique en matiére de mutagenese dirigée. Par exemple, la subtilisine BPN' de Bacillus
amyloliquefaciens est facilement inactivée par l'oxydation de la méthionine®*?, mais en
remplagant ce résidu par une cystéine, l'enzyme est beaucoup plus stable et son activité

catalytique de départ est augmentée de 50%.
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MATERIELS ET METHODES




1. Les consommables

1.1. Produits chimiques

La liste des consommables utilisées au cours de cette étude est présentée dans le tableau 5 :

Tableau 5 : Liste des consommables, fournisseurs et références utilisés.

o :
Acide chlorhydrique HCI (=35%)

PROLABO 20248295

Référence catalogue

Acide formique CH,0, (=80%)

PROLABO 20315366

Acide sulfurique H,SO, (295%)

PROLABO 20700323

Acide trichloroacétique C;HCL;0, (298%)

PROLABO 20734295

BF3;/MeOH trifluorure de bore & 20% (v/v) dans le méthanol

MERCK S-04263

Chloroforme CH;Cl (299,9%)

SDS 02437E21

Chlorure de potassium KCl (299,5%)

PROLABO 26764298

Dihydrogénophosphate de potasium KH,PO, (=99%)

PROLABO 26936293

Dihydroxyde de calcium Ca(OH), (295%) SIGMA C-5551
Ester de méthyle de I’acide héneicosanoique C»H440, (299%) SIGMA H-3265
Ester de méthyle de I’acide nonadécanoique CpyH00; (298%) SIGMA N-5377

Sulfate de fer FeSQ,, 7TH,0 (299%)

PROLABO 24244232

Hydrogéne H,

AIR LIQUIDE |Qualité R

Hémoglobine bovine SIGMA H-2625
n-Heptane C,H 5 (99%) SDS 0503716
Dipotasium hydrogénophosphate K,HPO, (>96%) PROLABO 26927292
Laventin LNB BASF 9951710
Méthanol CH,O (=99,8%) PROLABO 20865322
Molybdate de sodium Na,MoO,, 2H,0 (299,9%) SIGMA S-6646

Azote N,

AIR LIQUIDE | Qualité R

Oxygene O,

AIR LIQUIDE | Qualité R

Peroxyde d’hydrogéne H,0, (=30%)

PROLABO 23612294

Réactif de Folin

PROLABO 31360264

Hydroxyde de sodium NaOH (>98%)

PROLABO 28244295

Tungstate de sodium Na,WOQO,, 2H,0 (100%)

SIGMA S-0765

Tyrosine CoH ;1 NO; (299%)

SIGMA T-8909

Urée CH4N,O (299,9%)

PROLABO 28877292

Valsol LTAN

ICI SURFACTAN COLOR

1.2. Les enzymes

Trois préparations industrielles d’enzyme sont utilisées dans cette étude :

o Le BACTOSOL WO conditionné sous forme liquide est un mélange de lipases et de
protéases du type des subtilisines (CLARIAN, Référence : 2900098) ;
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e Le Maxacal 60000L conditionné sous forme liquide est constitué par des protéases de type
subtilisine. Ce produit a malheureusement été retiré du marché pendant la période de cette
étude (Genecor®) ;

e Le GC 897 correspond au produit de remplacement du Maxacal 60000L. Cette préparation

de formulation identique au Maxacal 60000L est environ 4 fois plus concentrée.
Deux types d’application ont été réalisés avec ces enzymes : une mesure de la sensibilité
enzymatique des fibres de laine préalablement oxydées (BACTOSOL WO et GC 897) et le

traitement irrétrécissable des fibres de laine (GC 897 ou Maxacal 60000L ).

2. Dosage de Pactivité enzymatique des protéases

2.1. Méthode d’ Anson

Une unité Anson correspond a la quantité d'enzyme qui provoque la libération par minute
d'une quantité de produits solubles dans 1’acide trichloracétique (TCA), donnant & 760nm une
absorption avec le réactif de Folin équivalent a un milliéquivalent de tyrosine (ces produits
solubles dans le TCA sont obtenus par hydrolyse enzymatique de 1'hémoglobine dans des
conditions spécifiques).

L'activité protéolytique de l'enzyme est déterminée par hydrolyse de I'némoglobine dénaturée.
L'hémoglobine non hydrolysée et I'enzyme sont précipitées par du TCA, les phénols (tyrosine
et tryptophane) libérés lors de I'hydrolyse restent solubles et peuvent alors étre oxydés par le
réactif de Folin. Ce réactif est un mélange d'acide phosphotungstique (H3PW;04¢) et d'acide
phosphomolybdique (H3PMo1,040) qui est alors réduit sous forme d'oxyde de tungsténe
(Wg0»3) et de molybdéne (MogO»3). Ces composés donnent une coloration bleue présentant

une absorbance maximum a 760nm.

2.1.1. Préparation de I’hémoglobine dénaturée substrat

L'hémoglobine dénaturée est stable 15 jours a 4°C. Ce protocole est trés proche de celui

proposé par Sarath et coll. (1989).
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Dans un becher thermostaté a 25°C, solubiliser 57,7g d’urée dans 50ml d’eau distillée et
ajouter 12ml de NaOH 1M. Introduire délicatement 3,2g d’hémoglobine lyophilisée et laisser
incuber 45 minutes a 25°C. Baisser le pH de la solution par 15,8ml de KH,PO4 1M et rajouter
24ml d’eau distillée. Cette préparation est centrifugée 15 minutes & 3000t/min et le surnageant
ajusté a pH=7,5 par de ’'HCI] 1M. La solution finale de hémoglobine est de 2% (g/g), elle doit

étre stockée au moins 4h 4 8°C avant d’étre utilisée.

2.1.2. Gamme étalon de tyrosine

Cette gamme a €té réalisée a partir d'une solution stock de tyrosine a 1mM (tableau 6).

Tableau 6 : Gamme étalon de tyrosine.

Solution stock ImM (pl) 100 200

HCI (0,2M) (ml) 1 0,950 0,900 0,800 0,700
NaOH (0,5M) (ml) 2

Réactif de Folin (dilué au 1/3) (ml) 0,6

Incubation 8 minutes a température ambiante
nmoles/tube 0 50 100 200 300

L’absorbance de la gamme est mesurée a 760nm contre de [’eau distillée.

2.1.3. Mise en ceuvre des protéases sur ’hémoglobine dénaturée

Pour obtenir une réponse comprise dans la gamme étalon, I’enzyme doit éventuellement étre
diluée dans du tampon phosphate 0,25M & pH=7,5. La mesure de ’activité est obtenue en

réalisant un blanc et un essai (tableau 7).
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Tableau 7 : Suite séquentielle des opérations de dosage de I’activité protéolytique des préparations

enzymatiques.

Enzyme dilué (ml) 0,5 0,5
Hémoglobine dénaturée (ml) a 25°C - 1
Incubation 10 minutes a 25°C
Acide trichloracétique 0,3N (ml) 2,5 2,5
Hémoglobine dénaturée (ml) a 25°C 1 -
Incubation 20 minutes a 25°C
Centrifugation 2x(4000 tours/min 15 minutes)
NaOH (0,5M) (ml) 2 2
Surnageant de centrifugation (ml) 1 1
Réactif de Folin (dilu¢ au 1/3) (ml) 0,6 0,6
Incubation 8 minutes a température ambiante

L'absorbance de I’essai et du blanc correspondant est mesurée a 760nm contre le Ty de la

gamme étalon.

2.1.4. Expression des résultats

L'absorbance réellement liée a l'activité enzymatique est : DO7s¢ de Essai, - DO7s¢ de Blanc,,.
En effet, la dénaturation de I'hémoglobine peut éventuellement libérer spontanément quelques
tyrosines qui peuvent réagir avec le réactif de Folin. La gamme permet de calculer grace a la
droite de régression la quantité de tyrosine présente dans le tube.

L'activité spécifique des enzymes est obtenue finalement par la relation suivante :

[(nmoles de tyrosine par tube)x facteur de dilution x 4 x 10"3]
[10 min utes x 0,5]

Activité spécifique =

L'activité spécifique est alors exprimée en pmoles de tyrosine.(ml d'enzyme)”.min’!
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2.2. Mesure de ’activité enzymatique résiduelle sur les fibres traitées

Des échantillons de 1,00+0,05g de fibre chlorée sont introduits 5 minutes dans 100ml de
tampon borate 0,5mM a pH=9,2 et & 55°C contenant 200ul de GC 897/1. Nous avons testé
différents traitements dans 1’objectif d’éliminer toute trace d’activité enzymatique résiduelle
présente sur les fibres essorées a 25kg/em” par un foulard ERNST BENZ textilmaschinen

Riinlang-Ziinrich :

¢ Ringage simple par 3x1 litre d’eau ;

e Incubation 10 minutes dans une enceinte a 100°C ;

e Introduction 5 minutes dans 1 litre de solution d’H,SO,4 & pH=4,0 et ringage par 2x1 litre
d’eau ;

e Introduction 5 minutes dans 1 litre de solution d’H,SO4 & pH=2,5 et ringage par 2x1 litre
d’eau;

e Introduction 5 minutes dans 1 litre de solution d’H,SO4 & pH=1,9 et ringage par 2x1 litre
d’eau ;

e Introduction 2 minutes dans 1 litre de solution d’H,SO4 & pH=1,9 et ringage par 2x1 litre

d’eau.

Les échantillons sont de nouveau essorés puis placés dans 80ml de solution d’hémoglobine a
5% et a25°C (c¢f 2.1. 1.). Au bout de 10 minutes, 1,5ml du surnageant sont prélevés et placés
dans 2,5ml d’acide trichloracétique a 5% (m/v). Les échantillons sont incubés 15 minutes a
25°C et filtrés (filtre en acétate de cellulose 4/ CHROMATO, @=13mm, porosité 0,22pum).

Les filtrats récupérés sont dosés par la méthode de Folin (¢f. 2.1.3.) sans dilution.

Le résultat est exprimé par rapport a un échantillon de référence n’ayant pas subi d’étape de

dénaturation enzymatique :

. . activité de I' échantillon
activité résiduelle (%) = ——— — %100
activité de la référence
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2.3. Mesure de la sensibilité des fibres de laine traitées par un agent oxydant a I’attaque

enzymatique

Ce protocole est inspiré des travaux de Peters et Bradbury, (1972). 1,05+0,05g de fibres
séches sont introduites dans 100ml de tampon borate 0,25M a pH=9,0 et a 60°C. Aprés 5
minutes (t=0) de pré-incubation, 140ul de BACTOSOL WO et 10ul de GC 897 sont introduits
dans le milieu réactionnel. A différents intervalles de temps, 2ml du surnageant réactionnel
sont prélevés et introduits dans un tube a hémolyse contenant 0,5ml d'HCI 0,1M de maniere a
arréter la réaction. Le contenu du tube est filtré (filtre en acétate de cellulose AIT
CHROMATO, &= 13mm, porosité 0,22um) et I'absorbance du filtrat est mesurée a 280nm
avec un spectrophotométre PERKIN ELMER LAMBDA 3. Les valeurs des absorbances
obtenues sont corrigées par un facteur tenant compte de la dilution engendrée par l'arrét de la
réaction a l'acide ainsi que de I'évolution du volume réactionnel modifié par les prélévements

successifs. Le résultat est formalisé par la relation suivante :

Absorbance mesurée x 2,5x 100
2xVr

Absorbance corrigée =

avec Vr : volume réactionnel au moment du prélévement.

Pour s’affranchir d’éventuels phénomenes d’autolyse des fibres, un témoin sans enzyme est

réalisé en parallele et soustrait a I’absorbance corrigée.

3. Oxydation des fibres de laine

3.1. Oxvydation par le chlore

Cette opération a €t€ réalisée par I'Institut Frangais du Textile de Villeneuve d’ascq.

300g de fibres de laine cardée, peignée sont introduites dans 6 litres de tampon acétate 0,1M a
pH=4 et incubées 5 minutes a 20°C. 4% (v/v) de Basolant DC (chlorocyanurate a 62-64% de
chlore actif) sont ajoutés puis la préparation est incubée 45 minutes a 20°C. Les radicaux

libres formés sont neutralisés par réduction avec du métabisulfite de sodium 0,3% (m/v) a
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20°C pendant 15 minutes. L’échantillon de fibres est rincé a 1’eau distillée puis essoré a

25kg/cm? par un foulard ERNST BENZ textilmaschinen Riinlang-Ziinrich.

3.2. Oxydation par H,O, en présence d’ions métalliques ou d’oxydes métalliques

Les fibres de laine sont introduites délicatement dans la solution oxydante préparée
extemporanément (H,O, 1M, catalyseur 0,27M et 5g/l d'agent mouillant Laventin LNB), avec
un rapport de bain de 1/3 (g de laine / ml de solution oxydante). Les catalyseurs utilisés sont
Na,MoOy4, 2H,0; NayWO4, 2H,0; Ca(OH); et FeSO4, 7H,0. Aprés un temps d'application
variable, la laine est rincée abondamment a l'eau du robinet puis a l'eau distillée. Les
échantillons de fibres rincés a ’eau distillée et essorés & 25kg/cm” par un foulard ERNST

BENZ textilmaschinen Riunlang-Ziinrich sont séchés 24 heures a température ambiante.

3.3. Oxydation par l'acide performique

1 volume d'H,O, a 30% (v/v) est introduit dans 4 volumes d'HCO,H a 80%. Aprés une
incubation de 2 heures a 25°C, la solution éventuellement diluée dans 1’eau distillée est
utilisée extemporanément sur les fibres de laine en respectant un rapport de bain de 1% (g de
fibre / ml de solution oxydante). Aprés un temps d'application variable, la laine est rincée
abondamment a I'eau du robinet puis a l'eau distillée. Les échantillons de fibres rincés a ’eau
distillée et essorés a 25kg/cm? par un foulard ERNST BENZ textilmaschinen Riinlang-Ziinrich

sont séchés 24 heures a température ambiante.

3.4. Oxydation par I’ozone

L’o0zone est généré par un ozoneur Ozat-1A® (Ozonia) & partir d’oxygene pur a plus de 99%.
La production nominale de 1’appareil 4 un débit de 1Nm?/h est d’environ 86g0O5/h soit un
rendement de production de 6% (g/g). La concentration exacte de ’ozone dans I’oxygéne est

mesurée par photométrie U.V. a 254nm par un analyseur en ligne BMT 963 (Ozonia).

10,05£0,05g de laine seéche sont immergés dans 1 litre d’eau distillée contenant
éventuellement du peroxyde d’hydrogeéne et/ou du NaOH. Aprés essorage, les fibres sont

placées dans une enceinte close a travers laquelle circule un flux d’ozone (figure 22) :
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Figure 22 : Schéma du réacteur de traitement des fibres de laine séchées ou humides par I’ozone. Les

fibres de laine sont placées sur la grille situ¢e dans le réacteur.

4. Caractérisation des traitements par les outils de Pindustrie lainiére

4.1. Mesure de la blancheur et du degré de jaune des fibres de laine

Les mesures ont été réalisées par la société Prouvost Lefevbre selon la norme IWTO 35-
87(E) :

2,0g de laine sont équilibrés a 201+2°C et a 65£2% dhumidité relative. Les paramétres
trichromatiques vert (X), jaune (Y) et ambre (Z) des fibres de laine sont mesurés par un
colorimetre ICI Digital colorimeter. Cet appareil est préalablement étalonné par un
échantillon blanc ou quasi-blanc, un corps noir et une céramique brillante créme
recommandée par le constructeur.

Les résultats sont exprimés par le calcul du degré de blanc W (grandeur sans unité) en

excellent accord avec le jugement visuel de la blancheur :

W =1/(100-0,94Y)" +(2,84X ~2,352)’
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La blancheur est exprimée dans une unité de grandeur qui doit étre la plus faible possible pour
se rapprocher du blanc absolu. Sur le marché, les variations maximales de ce parameétre
oscillent entre 52 pour les fibres les moins blanches et 42 pour les plus blanches. De maniere
générale, le degré de jaune varie dans un domaine de valeurs comprises entre 11 pour les

fibres les moins jaunes et 15 pour les plus jaunes.

4.2. Mesure du diamétre et du pourcentage de fibres de diameétre supérieur a 30pum

Les mesures ont été réalisées par la société Prouvost Lefevbre selon la norme IWTO 12-95 :

Les échantillons de laine coupés en fragments de 1,8 a 2.0mm sont conditionnés 24 heures a
20£2°C dans une atmosphére dont I'humidité relative est fixée a 65+2%. Les fragments de
fibres sont dispersés dans une solution de propan-2-ol a 8% (v/v) dans l'eau. La suspension est
transportée a travers une cellule de mesure positionnée sur le trajet d'un rayon de lumicre
laser. La réduction de l'intensité¢ du rayon laser occasionnée par le passage d'un fragment de
fibre isolé est mesurée par un détecteur. Le signal est analysé par un ordinateur utilisant des
tables de calibrations. Le diamétre moyen (finesse) et le pourcentage de fibres dont le
diametre est supérieur & 30pm (%>30um) sont alors directement calculés. Ce dernier
parametre est un bon indicateur de 1'état général des échantillons de laine. En effet, seul les
fibres éclatées présentent un diamétre supérieur a 30pm. Ce pourcentage doit donc étre le plus

faible possible pour garantir l'intégrité des échantillons de fibres de laine.

4.3. Mesure de la résistance ou ténacité des fibres de laine

Cette opération a été réalisée par I’Institut Textile de France de Villeneuve d’ascq selon la
norme IWTO 32-82(E) :

La ténacité fournit une mesure des propriétés physiques des fibres de laine. Cette méthode est
utilisée dans D’industrie textile pour appréhender quantitativement les modifications et
dommages éventuels pouvant apparaitre lors de traitements de blanchiment, de teinture ou de

résistance au rétrécissement.
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Les échantillons de fibres a tester sont conditionnés 24 heures dans une atmosphére
standardisée : 20+2°C et 65+2% d’humidité relative. Les fibres parallélisées sont placées dans
un systéme de pince mobile appliquant une pré-tension uniforme sur tout 1’échantillon. Au
cours du test, I’écartement des pinces entraine la rupture du paquet de fibres.

La ténacité se définit comme le rapport de la force de rupture par la densité linéaire de

I’échantillon :

Masse de |'échantillon (mg) <103

Densité linéaire (tex) = - -
Longeur de ' échantillon (mm)

Force de cassage (cN
Ténacité (cN / tex) = ge (N)

Densité linéaire (tex)

La ténacité normale d’une fibre de 21um de diamétre varie de 8,5 & 10cN/Tex.

4.4. Mesure de Paptitude au feutrage

Cette méthode répond a la norme IWTO : 20-69(F) :

1,000+0,005g de fibres pré-équilibrées 24h a 20+£2°C et a 65+2% d’humidité relative est
introduit dans 50ml de tampon phosphate S0mM a pH7 et placé dans un appareil imprimant
un mouvement rotatif tridimensionnel a raison de 80 rotations par minute (Aachner Filzertest,
ROSIK). 1’agitation est maintenue 60 a 90 minutes jusqu'a obtention d’une boule de feutre
dont le diamétre n’évolue plus. Aprés séchage a 1’étuve (50°C, 5h), le diamétre moyen (d,,) de

la boule est calculé a partir de 3 mesures réalisées a 1’aide d’un pied a coulisse (figure 23) :
.
Q b
\

Figure 23 : La boule de feutre ne forme pas une sphere parfaite. Le diamétre moyen de la boule de

feutre est obtenu par le calcul de la moyenne arithmétique des 3 mesures a, b et c.
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La densité de la boule de feutrage & est obtenue par la relation suivante :

(mx6)

5o _
—V_inxdfni

Avec : § = densité de feutrage (g.cm™) ;
m = masse de laine (g) ;
V = volume de la boule de feutre (cm’) ;

dn = diamétre moyen de la boule de feutre (cm).

Le feutrage évolue dans les gammes de valeur de 0,200-0,130g/cm’ pour les feutrage intenses,
de 0,130-0,100g/cm’ pour les feutrages moyens et de 0,100-0,05g/cm’® pour les feutrages
faibles. Les densités inférieures ou égale a4 0,05g/cm® n’étant obtenues que dans le cas de

fibres parfaitement infeutrables, elles restent difficilement mesurables.

4.5. Mesure de résistance au rétrécissement lors du lavage machine

Cette opération a été réalisée par I’Institut Frangais du Textile de Villeneuve d’ascq selon la
norme IWS TM31 :

Les faibles quantités de fibres traitées au laboratoire au cours de cette étude ne permettent pas
d’obtenir des piéces de tissus dont les dimensions sont suffisantes pour réaliser normalement
le test IWS TM31. L’aptitude au rétrécissement (ou retrait) appréciée sur des tricots de
seulement 100 cm? ne peut donc étre analysée qu’a titre d’estimation.

Les changements dimensionnels des échantillons ont été mesurés aprés un cycle de lavage 7A
(étape de relaxation du tricot) suivi de 5 cycles de lavage SA (€tape de feutrage) et d’un
séchage a plat. Le résultat est exprimé par calcul du pourcentage de changement d’aire du

tricot de laine :

% de changement d'aire = Lo+ La — ( Lox Laj

100
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Avec Lo : le pourcentage de changement de longeur du tricot, et La : le pourcentage de
changement de largeur du tricot. Lo et La peuvent prendre une valeur positive ou négative
selon la nature des changements observés ( + : relaxation, - : retrait). Le terme (LoxLa/100)

correspond a un facteur correctif illustré figure 24 :

Rétrécissement
en longueur

Rétrécissement
$ En largeur

Lo xLa
100

Figure 24 : Représentation schématique des modifications dimensionnelles du tricot de laine. Le
facteur correctif (LoxLa/100) permet de ne tenir compte qu’une seule fois du retrait de I’aire grisée

localisée dans une surface de retrait commune a Lo et La.

Dans le cadre des normes européennes, les limites maximales de retrait les plus drastiques
sont appliquées aux articles textiles chaussants. Dans ce cas, le pourcentage de changement
d’aire a P’issue d’un cycle 7A suivi de 5 cycles SA ne doit pas excéder —8%. Cette valeur de

retrait correspond donc a une limite inférieure a ne pas dépasser.

4.6. Observations en microscopie électronique a balayage

Ces observations ont été réalisées au Laboratoire de Génie des Procédés et Technologies
Alimentaires de I’INRA de Villeneuve d’ascq. Le microscope électronique utilisé est un
HITACHI S-3000N. Quelques fibres de laine sont écrasées sur un ruban adhésif double face
collé sur un support métallique adapté au microscope. Avant observation, la préparation est

recouverte d’une tres fine couche homogeéne d’or par un appareil SEM COATING SYSTEM de
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chez BIORAD. Cette étape permet d’éviter des phénomeénes électrostatiques pouvant

perturber les observations.

5. Analvse des lipides de surface

5.1. Extraction des lipides non liés de maniére covalente a la fibre

Les lipides contenus dans 5,0g de laine sont extraits avec un appareil de Soxlhet (Negri et

coll., 1993 ; Folch et coll., 1957) :

e 5h par une solution de chloroforme/méthanol (250ml, 2:1 v/v)

¢ 4h par une solution de chloroforme/méthanol (250ml, 1:2 v/v)

La laine est alors rincée au méthanol de maniére a éliminer toute trace de chloroforme

(Evans et Lanczki, 1997).

5.2. Extraction des lipides liés de maniére covalente a la fibre

Comme le montre la figure 25, la laine dégraissée précédemment est saponifiée (®) puis, une
premiére extraction au chloroforme est réalisée dans une ampoule & décanter (®). La phase
supérieure isolée est acidifiée de maniere a protoner les fonctions carboxylates des acides
gras. Une nouvelle extraction au chloroforme est alors réalisée (®). Les extraits
chloroformiques rassemblés dans un grand ballon sont évaporés au rotavapor a 40°C sous
pression réduite (@). Dans I'objectif de transférer les acides gras dans une fiole plus petite,
tarée, les résidus gras sont resolubilisés de maniére répétée dans un mélange
chloroforme/méthanol (®). Les acides gras encore présents dans le grand ballon sont soumis
a une solution acide en présence de KCI de maniére & protoner leurs fonctions carboxylates et
faciliter leur transfert dans un nouvelle fraction de chloroforme/méthanol qui est finalement
combinée a celle obtenue précédemment (®). Ces phases organiques sont filtrées a travers un

filtre en verre fritté avant d'étre introduites dans la fiole plus petite puis le filtrat est évaporé
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rotavapor sous pression réduite et la masse de lipide mesurée (@) (Wertz et Downing, 1988 ;

Negri et Cornell, 1991).

1,25g de laine dégraissée au Soxlhet
+ 100ml de NaOH 1M dans du méthanol 90%

®llncubation 2h15, 60°C

+ 44ml d'eau distillée
+ 180ml de chloroforme

@

phase chlorofomique inférieure Phase aqueuse & résidus de laine
+25ml HCI 6M
180ml de chloroforme

@ |Agitation

Phase inférieure Phase aqueuse
chloroformique & résidus de laine

@| Evaporation sous pression réduite
par un evaporateur rotatif a 40°C

Résidus gras
+ 4x5ml chloroforme/méthanol (2/1)

l

+ 5ml chloroforme/méthanol (2/1) ®
+ 1ml KCI 2M contenant 0,1M d'HCI

®

v
Phase supérieure Phase organique cumulée
aqueuse
Filtration sur filtre en verre fritté N°4
@ | Evaporation sous pression réduite par un evaporateur
rotatif & 40°C
Lyophilisation.

Pesée des résidus gras secs

Figure 25 : Saponification de la laine dégraissée au préalable par un appareil de Soxlhet.
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Les acides gras ainsi isolés doivent étre dérivés pour pouvoir étre analysés par

chromatographie en phase gazeuse.

5.3. Dérivation des acides gras

Deux techniques ont été utilisées au cours de ce travail : une dérivation sous forme d'ester de
méthyle (Morrison et Smith, 1964) ainsi qu'une dérivation sous forme de N-acyl pyrrolidide

(Barnathan et coll., 1996).

5.3.1. Dérivation des acides gras en ester de méthyle

La graisse (~ 90mg de graisse/g de laine) est solubilisé par une solution de NaOH 0,5M dans
du méthanol a 90% (v/v) en respectant le ratio 2/10 (ml/mg de graisse). L’échantillon est
incubé 20 minutes & 80°C puis une solution de BF; & 20% (v/v) dans le Méthanol est ajouté
en respectant le ratio 2,5/10 (ml/mg de graisse de départ). Apres incubation 2 heures a 80°C
I’échantillon est refroidi et les acides gras dérivée sont extrait par 1’heptane (0,1ml

d'heptane/mg de graisse de départ).

5.3.2. Dérivation des acides gras en N-acyl pyrrolidides

Introduire 1ml de solution de pyrrolidine/CH,COOH (10/1, v/v) par ml d'acides gras dérivés
au préalable sous forme d’ester de méthyle et incuber 2 heures a 85°C. Evaporer les résidus
de pyrrolidine et d'acide acétique sous un flux d'azote et introduire Sml d'heptane par mg de
dérivés. Acidifier le milieu en ajoutant 10ml d'acide acétique a 5% (v/v) par mg de dérivés.

Enfin, prélever la phase heptane inférieure et la laver par 5 volumes d'eau.

5.4. Mesure quantitative de l'acide 18-méthyleicosanoique

L'analyse de la solution d'ester de méthyle obtenue précédemment est réalisée par
chromatographie en phase gazeuse avec un appareil SHIMADZU Gas Chromatograph GC-
14B. La détection est obtenue par un détecteur a ionisation de flamme alimenté par de

I'hydrogene. Le gaz vecteur utilisé est de I'azote (2,5ml/min) de qualité ordinaire, la colonne
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capillaire méthylsilliconée de nature apolaire est une QC3/BP1 (2=0,33mm, longueur 25m,
épaisseur du film 0,5um) (SGE).

L'injecteur et le détecteur sont réglés a 180°C. Le signal est traité par un SHIMADZU C-R64
CHROMATOPAC.

La température initiale est maintenue 4 minutes & 180°C puis augmentée a 240°C a raison de

4°C/minute et stabilisée 20 minutes a cette valeur.

Pour le dosage, l'acide nonadécanoique est utilis¢é comme étalon interne. Par ailleurs, en
absence de standard commercial de l'acide 18-méthyleicosanoique, le facteur de réponse de
l'acide héneicosanoique a été utilisé pour la réalisation d'une gamme d'étalonnage (Negri et

coll., 1993, Negri et coll., 1991).

6. Optimisations

Les plans d’expériences ont d’abord été utilisés en agronomie puis ce sont répandus dans de
nombreux autres domaines techniques. Ces méthodes permettent d’aborder le probleme
d’organisation optimale des essais opératoires de fagon a obtenir un maximum d’informations
avec un minimum d’expériences. Dans cette étude, trois types d’investigations ont été

entreprises :

e la technique des plans d’expériences factoriels a deux niveau 2*. Cette méthode permet
une recherche qualitative et quantitative de I’influence de différents facteurs X (température,
durée...) et de leurs interactions sur un ensembles de réponses Y (feutrage, couleur...). Une
mod¢élisation mathématique polynomiale de degré 1 est réalisable dans I’hypothése ou la
variation de la réponses étudiée Y est linéaire par rapport a tous les facteurs X et a leurs
interactions.

e La technique des plans d’expériences composites centré. Cette méthode est réalisée sur la
base d’un plan d’expérience factoriel 2* auquel est ajouté un ensemble d’expériences
permettant I’obtention d’un mode¢le mathématique polynomiale de degré deux. Dans ce cas,
un optimal théorique peut étre calculé dans le domaine expérimental défini pour chaque

facteur X.
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e la technique du Simplex. Cette méthode recherche sans modélisation la valeur de chacun

des facteurs X influant de fagon a obtenir une valeur Y optimale.

6.1. Optimisation par plans d’expériences

Au cours de cette étude, deux plans d’expériences ont €té réalisés. Un plan sur le traitement
des fibres de laine par 1’acide performique et hydrolyse enzymatique par le GC 897 et un plan

sur le traitement des fibres de laine par 1’ozone et hydrolyse enzymatique par le GC 897.

6.1.1. Plan d’expériences sur l'oxydation par 'acide performique et hydrolyse

enzymatique

Une solution mere d'acide performique HCO;H est préparée 2 heures avant utilisation en
mélangeant 4 volumes d'acide formique HCO,H 80% a 1 volume d'H,O, 30%. 10,05+0,05g de
laine cardée et peignée sont traités a chaque expérience par 1 litre de solution oxydante diluée.
Un traitement supplémentaire de 5 minutes par 1 litre de solution enzymatique (GC897 0,2ml
dans 1 litre de tampon borate 0,25M a pH=9,2) a par ailleurs été réalisé. La concentration
finale dHCO;H (0,082 ou 0,82M), la température de la solution oxydante (10 ou 35°C), la
durée de ce traitement (5 ou 15min) et la température d'application de I'enzyme (35 ou 55°C)

sont des paramétres fixés par la matrice d'expériences.

6.1.2. Plan d’expériences sur I’oxvdation par ’ozone et hvdrolyse enzymatique

Chaque expérience du plan a été réalisée sur des échantillons de 10,05+0,05¢g de fibres de laine
cardée et peignée. Les échantillons sont immergés 10 minutes dans 1 litre d’eau distillée
contenant selon les expériences 0,25M d’H,0; et/ou 4mM de NaOH. Les fibres sont
récupérées, placées sous une presse d’essorage a environ 25kg/cm’ (ERNST BENZ
textilmaschinen Riinlang-Ziinrich) et le ruban est dispersé fibre a fibre pour faciliter le passage
du gaz oxydant a travers la masse de I’échantillon. Un traitement oxydant de 5 minutes par

Pozone a été réalisé dans le montage décrit précédemment (2U/min ; 30-100g Os/my’ ; pression

52



du réacteur : 2 bars). Le traitement enzymatique est effectué pendant 5 minutes par 1 litre de
tampon borate 0,25M a pH=9,2 et & 55°C contenant 200ul de Valsol et 0 a 180ul de GC 897.
Les protéases sont dénaturées 2 minutes en immergeant les fibres dans 1 litre de solution
d’H,S0,4 0,2% (v/v). Aprés ringage (3x1 litre d’eau distillée), les échantillons sont séchés 24h a

température ambiante.

6.1.3. Tests statistiques des modeéles mathématiques

Deux tests statistiques ont été réalisés a ’aide du logiciel informatique Modde 4.0 (SIGMA).
Ce programme calcule un coefficient de régression linéaire r* et le coefficient d’homogénéité

entre le modéle et la réalité expérimentale par la méthode du Khi-2.

6.1.3.1. Test de la normalité des résidus

Pour vérifier le modéle, la différence ou résidu entre le résultat expérimental et théorique est

calculée pour chaque expérience u :
Res, = mesure expérimentale Y, - valeur théorique n,

Les résidus sont classés par ordre croissant et la fréquence cumulée de chaque résidu est

calculée :

_ nombre de résidus < Rés;

Freq.
‘ nombre d'exp ériences

Puis, la probabilité d'appartenance a la loi normale N(0,100) est recherchée dans une table pour
chaque fréquence cumulée. La courbe des probabilités de Fréq,=f(Rés,) est tracée dans un
repére semi-normal. Ce graphique est linéaire si les résidus suivent une loi normale. Le modeéle
peut donc étre caractérisé par le coefficient de régression linéaire r* calculé par la méthode des

moindres carrés, la valeur de ce coefficient devant étre la plus proche possible de [1].
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6.2.2. Test dhomogénéité du Khi-2

Ce test permet de comparer 1'homogénéité entre les valeurs théoriques calculées a partir du
modéle et les valeurs expérimentales. Le Khi-2 ou x* est défini de la maniére suivante

(équation 12) :

Equation 12 : calcul du Khi-2.

n (Y — 2
XZ — ( u nu)
u=l nu

Avec n : le nombre d'expériences, Y, la réponse mesurée a la u™ expérience, 1, la réponse

calculée a la u"™ expérience.

La probabilité d'adéquation du modéle avec les résultats expérimentaux est recherchée dans
une table de Khi-2 tenant compte & la fois du degré de liberté du systéme et de la valeur du x*

calculée précédemment. Plus cette probabilité sera proche de 1, plus le modéle mathématique

sera proche de la réalité.

6.2. Optimisation par Simplex

La méthode du Simplex, trés souple d’utilisation, permet de s’approcher rapidement de
I’optimum en éliminant successivement les essais dont les réponses sont les plus mauvaises

(Delacroix et Porte, 1996A, 1996B).

6.2.1. Construction de la matrice d'expériences du Simplex de type 1

Le démarrage du Simplex est réalisé par une série d’expériences dont I’amplitude dépend du

nombre k de facteur X (température, durée...) a optimiser.
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Dans le cas des Simplex de type 1 appliqués a k facteurs (k>2), la matrice d'expériences sous

forme codée est imposée (tableau 8).

Tableau 8 : Matrice d'expériences d'un Simplex de type 1 pour k facteurs X.

expérience n° X4 X, X, Xia X
1 0 0 0 0 0

2 A B B B B

3 B A B B B

4 B B A B B

k B B B A B

k+1 B B B B A

Ou A et B sont des fonctions du nombre de facteurs a optimiser. Les valeur de A et B peuvent

étre calculées par les formules suivantes :

1 1
A=i@—J5—)(Jk_H+k~l) B=+ J_(Jﬁ~1)

Avec : k est le nombre de facteurs optimisés.

Pour réaliser les expériences correspondantes, il est nécessaire de décoder la matrice. Cette

opération est réalisée en appliquant la formule suivante :
pu_ 0
UiCX U_UiCXp + PaSlXXICXpU (1)
Avec : U"" le niveau réel du facteur i a I’expérience u, U ° le niveau initiale des facteur i a

la premicre expérience, X" " la valeur codé du facteur i & ’expérience u et Pas; le pas de

progression du Simplex.
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La matrice d’expérience décodée pour k facteur est reportée dans le tableau 9 :

Tableau 9 : Décodage de la matrice d'expériences pour k facteurs X d’aprés 1’équation (1).

expérience

P n° Ul UZ U3 Uk-] Uk
Exp 1 UlexpO Uﬁo Elexpo gk-_lexpo gkexpO
Exp 2 U, %4+Pas,xA | U,"?%+Pas,xB | U, °+Pas,xB U, %+Pas, xB | U, ™ ’+Pas,xB
Exp3 | U,""*+Pas,xB | U,”?%+ PasxA | U,”*% Pas;xB U, "+ Pas, ;xB | U "% Pas, xB
Exp 4 U, %+Pas xB | U,*?%+ Pas,xB | U,"?°+ Pas,xA U, % Pas, ;xB | U, %+ Pas, xB
Exp k U,”?%+Pas,xB | U,"?%+ Pas,xB | U,”?°+ Pas,xB U,,”?%+ Pas, ,xA | U, %+ Pas, xB

Exp k+1 | U;%+Pag xB | U, °+ Pas,xB | U,*?%+ Pas,xB U, "%+ Pas, xB | U, % Pas;, xA

A Tl'issue de ce 1* Simplex, les conditions opératoires d'une nouvelle expérience doivent étre

calculées.

6.2.2. Calcul des coordonnées du point de symétrie du point a éliminer

La progression du Simplex est obtenue en éliminant le plus mauvais point et en le remplagant
par un nouvel essai U qui correspond au symétrique de ce plus mauvais point UM par rapport
au centre de gravité des points restants U/ (isobarycentre). Les coordonnées sont calculées par

la relation suivante (Bals et coll., 1996) :

2 k+1
Ut = m > ul-uM
J=1,j#P

Avec M la plus mauvaise expérience du Simplex, P le point de remplacement de M, et J les k

meilleures expériences.
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RESULTATS ET DISCUSSIONS




1. Etude de Phydrolyse enzymatique ménagée des fibres de laine oxydées par le chlore

Dans un premier temps, nous avons vérifié les caractéristiques enzymatiques des
subtilisines de la préparation industrielle GC §97. Puis, dans un deuxiéme temps, I’hydrolyse

appliquée aux fibres de laine a été étudiée plus en détail.

1.1. Caractérisation de la préparation enzymatique industrielle utilisée

L’objectif de cette étude est de vérifier la compatibilité des subtilisines de la préparation de
GC 8§97 avec une étape de traitement s’insérant dans le procédé de lavage de la laine tel qu’il
est pratiqué en usine. Idéalement, ce procédé doit étre localisé apres 1’étape de lavage et avant
I’étape de cardage dans la chalne d’opérations de lavage, séchage, cardage et peignage des
fibres de laine. Il est donc nécessaire d’étudier I’influence des conditions physico-chimiques
observée dans les bac de lavage (pH=9, Température ~60°C) sur les performances des
enzymes du GC 8§97.

L’activité spécifique du GC 897 mesurée par la méthode d'Anson est de 1043umoles de
tyrosine libérées par ml de solution enzymatique et par minute. Comme le montre la figure 26,
cette activité spécifique est peu sensible au pH des solutions d'hémoglobine substrat pour des

valeurs comprises entre 7 et 10.
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Figure 26 : Effet du pH sur I'activité spécifique du GC 897 4 25°C.
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Ce résultat est important car il montre la compatibilité¢ du GC 897 avec un procédé appliqué

aux fibres issues des bacs de lavage a pH~9.

L'influence de la température sur I’enzyme a également été étudiée. L'activité spécifique du
GC 897 a été déterminée par une méthode dérivée du dosage classique d'Anson. Ainsi, la
solution substrat d'hémoglobine & 5% utilisée n’a pas ét¢ dénaturée par l'urée mais par la
chaleur. En effet, si la présence d'urée n'affecte pas l'activité enzymatique a 25°C, celle-ci
risquait d'étre fortement altérée a des températures plus élevées. Dans cette éventualité, une
chute d'activité n'aurait pu étre attribuée exclusivement au phénomene de dénaturation
thermique de I'enzyme.

Il a été choisi de dénaturer I'hémoglobine par un traitement de 10 minutes a 80°C. Cette
précaution a permis d'éviter que des précipitations ne surviennent lors des expériences
réalisées entre 70 et 85°C, ce qui aurait posé des problémes d’interprétation des résultats entre
25 et 70°C et entre 70 et 85°C. Ainsi, toutes les activités spécifiques ont été obtenues en phase
hétérogéne avec une hémoglobine précipitée quelle que soit la température étudiée (figure

27):
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Figure 27 : Evolution de l'activité spécifique de la préparation protéolytique de GC 897 en fonction

de la température.
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Cette courbe montre que l'activité protéolytique du GC §97 est maximale entre 60 et 70°C.
Cette caractéristique bien que pouvant étre nuancée par la dilution de I’enzyme montre que
Ioptimum d’activité spécifique est obtenu a la méme température que celle des fibres en

sortie des bacs de lavage a 60°C.

Le domaine d’activité des protéases du GC 897 est donc compatible avec le domaine de
température et le pH du procédé de traitement irrétrécissable positionné apres 1’étape de
lavage des fibres dans la chaine de production industrielle de laine peignée. Cette vérification

ayant été réalisée, I'étude de l'application du GC 8§97 sur les fibres de laine peut étre envisagée.

1.2. Etude du traitement des fibres de laine par les protéases

L'étude bibliographique montre que I'application des enzymes sur les fibres kératinisées devait
étre précédée d'un traitement oxydant. Une étude préliminaire dans ce sens a donc été

entreprise.

1.2.1. Etudes préliminaires

Dans un premier temps, 1’attaque enzymatique de la laine a été réalisée sur des lots de fibres
brutes ou prétraitées par une oxydation au chlore. Ce prétraitement présente 1’avantage d’étre
un procédé éprouvé et pratiqué en routine dans I'usine du PEIGNAGE AMEDEE ; une
quantit¢ importante de laine oxydée a donc été obtenue rapidement. Par ailleurs, 1’attaque
enzymatique de ce type de fibre a déja été réalisée avec succés (Moncrieff, 1953). Ce
prétraitement au chlore permet d’obtenir un lot de fibres hydrolysables par les subtilisines
dont les caractéristiques peuvent étre interprétées a la maniére d’un témoin d’hydrolyse positif
par rapport & un lot de fibres de laine brute non prétraité. Ces échantillons permettent en outre
de tester différentes procédures de mesure directe et d’évaluation finale de D’efficacité de

I’étape d’hydrolyse enzymatique.
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Idéalement localisées avant 1’étape de peignage proprement dite, 1’oxydation et l’attaque
enzymatique des fibres doivent étre réalisées sur une fibre lavée d’aspect trés hétérogene.
Dans le cadre de 1’étude, nous avons décidé de simplifier le probléme en travaillant sur un lot

de fibres lavées, cardées et peignées dont I’homogénéité est plus importante.

En premier lieu, nous avons déterminé la sensibilité des fibres a 1’attaque protéolytique en
suivant dans le milieu réactionnel I’apparition des peptides issus de I’hydrolyse des protéines
(Peters et Bradbury, 1972). La figure 28 montre [’évolution de I’absorbance a 280nm du
surnageant du milieu réactionnel au cours de I’hydrolyse. Pour un échantillon de laine donné,
les valeurs reportées sur le graphique correspondent a la différence entre les mesures obtenues
en présence et en absence de la préparation enzymatique. Cette représentation permet de ne
pas prendre en compte le relargage de peptides qui ne serait pas lié directement a 1’action des
protéases. De plus, un témoin ne contenant pas de laine a été réalisé pour s’assurer qu’il n’y
avait pas d’évolution importante de I’absorbance due uniquement & la présence de la

préparation enzymatique.

087 O fibres brutes non traitées
v fibres oxydées par le chlore

Absorbance a 280 nm

Durée de I'hydrolyse (min)

Figure 28 : Evolution de I'absorbance a4 280nm du surnageant réactionnel d’hydrolyse d’une laine

préalablement oxydée par le chlore ou non. Un témoin ne contenant pas de laine a par ailleurs été

60



réalisé. Masse de laine : 10,05+0,05g ; GC 897 : 10ul ; BACTOSOL WO : 140uL ; Valsol : 200ul ; 1
litre de Tampon borate 25mM a pH=9,2 et a 60°C.

Cette courbe montre clairement l'effet positif du prétraitement oxydatif par le chlore vis a vis
de la sensibilité des fibres a I’attaque enzymatique. L'absorbance & 280nm des peptides issus
de I'hydrolyse de la laine brute est en effet trés inférieure a celle de la laine préalablement
oxydée. Cette différence atteint une amplitude maximale d'environ 0,6U.A. aprés 5 minutes de
réaction.

Le profil de la cinétique obtenu avec la fibre chlorée peut étre schématiquement décomposé en
deux parties. Dans un premier temps (t < 2 minutes), I’absorbance a 280nm augmente
rapidement jusqu'a 0,6U.A. puis ralentit pour tendre vers une valeur d'environ 0,8U.A. au bout

de 5 minutes de réaction. Trois hypotheses peuvent étre avancées pour interpréter cette allure :

e Une perte de Dactivité enzymatique en moins de 5 minutes. Ce phénomene ne doit
toutefois pas étre majoritaire dans la mesure ou il va a ’encontre des courbes de stabilité

thermique réalisées ultérieurement.

e L'enzyme s'adsorbe rapidement sur les fibres ce qui induit l'apparition de contraintes
diffusionnelles limitant I'efficacité de I'hydrolyse. Cette situation est classique lors de la
mise en ceuvre d’enzymes avec des substrat solides. En effet, 'adsorption de 1'enzyme sur
le substrat est une étape indispensable permettant de rendre ce dernier accessible a

I’enzyme.

e La concentration du substrat ne reste pas saturante sur la durée totale de I'hydrolyse. Dans
cette hypothese, il faut donc envisager qu'une partie restreinte des fibres est réellement

rendue accessible aux protéases par le prétraitement oxydatif.

Une expérience complémentaire en deux étapes a été élaborée pour éclaircir cette situation.
Dans un premier temps I'hydrolyse d’un échantillon de laine traitée par le chlore a été réalisée
dans les mémes conditions opératoires que précédemment. Puis, au bout des 5 minutes de
catalyse, le milieu réactionnel a ét¢ supplémenté par une quantité d'enzyme égale a celle

introduite a t=0. La figure 29 illustre le résultat obtenu.
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Figure 29 : Evolution de ’absorbance a4 280nm du milieu réactionnel. Les enzymes (10u! de GC 897,

140ul de Bactosol WO) sont introduits & t=0 minute et t=5 minutes (marqué par une fleche).

L’évolution de I’absorbance du milieu réactionnel aprés seconde addition de I’enzyme (t > 5
minutes) n’atteint pas ’amplitude observée initialement (t < 5 minutes). Le pallier apparu
entre la 5°™ et la 6™ minute est simplement associé & 1’absorption intrinséque de I’enzyme
qui est réintroduit dans le milieu sans que 1’hydrolyse des fibres redémarre réellement. Ainsi,
si elles existent, les hypothéses de dénaturation enzymatique et de contraintes diffusionelles
initialement postulées sont treés secondaires. Il semble en effet que le traitement oxydatif
améliore trés nettement la sensibilité d’une partie restreinte des fibres aux protéases. Cette
portion serait rapidement hydrolysée (t < 2 minutes) et laisserait place a des résidus de laine
dont I’attaque est comparable a celle obtenue avec des fibres brutes (t > 2 minutes). Cette
situation est compréhensible si I’on considére la réactivité élevée du chlore sur la laine et la
durée extrémement bréve de I’étape d’oxydation ( < 10s). Ainsi, le chlore ne doit pas diffuser

au cceur des fibres et limiterait majoritairement son action en surface.
Deux axes de recherche complémentaires ont été envisagés pour évaluer plus finement

Pimpact des différents traitements oxydatifs et enzymatiques. En premier lieu, nous avons

cherché a mettre en évidence des modifications pouvant étre observées avec les outils
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analytiques spécifiques aux métiers de la laine (finesse, couleurs...). Dans un deuxiéme

temps, 1’analyse des lipides de surface a été entreprise.

1.2.2. Caractérisation des propriétés des fibres modifiées par les outils de l'industrie

lainiére

Il n'existe pas de test unique permettant de rendre compte de manicre objective de la qualité
globale (résistance, couleur, finesse...) d’un échantillon de fibres modifi¢é ou non. Or, un
procédé avéré efficace sur le critere d’infeutrabilité ne doit pas introduire simultanément de
modification irréversible qui en limiterait la valeur d'utilisation (donc marchande). Une

analyse multifactorielle de ces modifications a ainsi €té envisagée :

e Mesure de I’aptitude au feutrage. Il s’agit du critére essentiel constituant [’objectif central
de ce travail. Le test de Blankenbourg a la fois rapide et efficace permet d’évaluer une densité
de feutrage (en g/em®) d’un petit échantillon de laine introduit dans un volume de liquide
connu et soumis a une agitation contrdlée. Ce paramétre évolue dans les gammes de valeur de
O,?_OO—O,ISOg/cm3 pour les feutrages intenses, de 0,130-0,100g/cm3 pour les feutrages moyens
et de 0,100-0,05g/cm’ pour les feutrages faibles. Les densités inférieures ou égales a
0,05g/cm’ n’étant obtenues que dans le cas de fibres parfaitement infeutrables, elles restent

difficilement mesurables.

e Mesure du diamétre moyen et de la proportion des fibres dont le diamétre est supérieur a
30um. Le pourcentage de fibres dont le diameétre est supérieur a 30pm définit 1'état de
dégradation de I'échantillon de laine. En effet, sachant que le diamétre moyen des fibres brutes
utilis€es dans cette étude est d’environs 21pum, les mesures supérieures & 30um sont observées
uniquement dans le cas de fibres "éclatées". Lorsque ce pourcentage atteint une valeur critique

trop élevée, des difficultés de filature apparaissent et limitent ainsi la valeur de ces fibres.

® Mesure du degré de blanc et de jaune. Ces mesures sont parfaitement en accord avec
l'aspect visuel des fibres qui conditionne en partie leur valeur marchande. La blancheur est
exprimée dans une unité¢ de grandeur qui doit idéalement étre la plus faible possible pour se
rapprocher du blanc absolu. Sur le marché, les variations maximales de ce paramétre oscillent

entre 52 (grandeur sans unit€) pour les fibres les moins blanches et 42 pour les plus blanches.
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Le degré de jaune doit aussi étre considéré avec beaucoup d’attention. De maniére générale
cette mesure varie dans un domaine de valeurs compris entre 11 pour les fibres les moins
jaunes et 15 pour les lots les plus jaunes. Les laines les plus jaunes ne pouvant en effet étre

utilisées pour la confection d’articles textiles clairs.

e Observation par microscopie électronique a balayage.

Les résultats des mesures dimensionnelles et colorimétriques obtenus sur les différents
échantillons de fibre brute ou oxydée par le chlore et hydrolysée ou non par les protéases ont

été reportés dans le tableau 10 :

Tableau 10: Evolution des caractéristiques dimensionnelles (finesse, pourcentage de fibres de
diamétre supérieur a 30pm : %>30um), colorimétriques (blancheur : W, jaune), et de feutrage des

fibres de laine oxydées par le chlore ou non, traitées ou non par les protéases du GC 897 (2%, v/m).

- | Finesse | %>30pm ‘Blancheur * Jaun?’  Feutrage
b ' W) lbem)

- 0 . (um) . (%) .
Laine brute 21,1 43 49,2 12,7 0,161
Laine oxydée par le chlore 20,8 4,3 47,0 12,5 0,064
Laine brute hydrolysée 21,2 4,9 45,9 11,3 0,157
Laine oxydée par le chlore et hydrolysée 20,2 3,9 45,5 11,7 <0,05

Par rapport aux lots de laine brute, l'oxydation n'affecte ni le diametre des fibres (finesse
~21um) ni le pourcentage de fibres de diametre supérieur a 30pum (%>30um ~4,3%). Il n'y a
donc pas d'altération directe liée a l'application de ce traitement. Par contre, 1'hydrolyse
enzymatique de l'échantillon chloré diminue ces deux caractéristiques ce qui n'est pas le cas
pour la protéolyse de la laine brute. En accord avec l'hypothése précédente, l'attaque des
protéases semble se limiter a la surface des fibres prétraitées, ce phénoméne de "pongage"
(finesse : 21,1 — 20,2pm) s'accompagne de I'élimination des fibres dégradées (%>30 um : 4,3
— 3,9%). Bien maitrisé, ce type de réaction est trés favorable car il devrait conduire a
I'élimination sélective de la cuticule directement impliquée dans les phénomeénes de feutrage.
Les mesures réalisées a ce niveau montrent en effet une diminution importante de la densité
de feutrage dans le cas des laines oxydées par le chlore. Le meilleur résultat étant obtenu avec

les fibres ayant en plus subi l'hydrolyse enzymatique (feutrage non mesurable).
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L'observation des fibres par microscopie électronique & balayage illustre I'analyse des

modifications dimensionnelles discutées précédemment (figure 30).

Fibre brute Fibre brute traitée par I’enzyme

Fibre chlorée

Fibre chlorée traitée par I’enzyme

.......

5.00kv x2.0k 5.00kV x2.0k 20

Figure 30 : Observation en microscopie électronique & balayage de fibres brutes et oxydées par le

chlore, traitées ou non par la préparation de protéasique GC 897 (grossissement 2000x).

Aucun changement profond ne peut étre noté entre les fibres brutes et les fibres brutes traitées
par les protéases. L hydrolyse de cet échantillon entraine 1’élimination partielle des écailles de
cuticule dont on peut voir quelques résidus décollés. Ces modifications ont naturellement une
incidence sur le diametre moyen des fibres de laine ayant subi une oxydation et un traitement

enzymatique.

Parall¢lement, les caractéristiques colorimétriques de ces échantillons sont améliorées par les
traitements (tableau 10). Notons I’évolution sensible de la blancheur amorcée par 1’oxydation

de la laine brute (W~49,2 — 47,0) mais les meilleurs résultats sont obtenus aprés traitement:
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enzymatique quel que soit la nature des fibres de départ (W=45). De plus, ces hydrolyses
diminuent également le degré de jaune des échantillons (jaune~12,6 — 11,5). Ces évolutions
positives peuvent étre attribuées & 1’élimination de suint et d’un certain nombre de résidus
aromatiques colorés tels que le tryptophane présent a la surface des fibres (Gilleen et coll.,

1995 ; Schéfer et coll., 1995).

Les modifications d’ordre biochimique survenues apres oxydation et hydrolyse enzymatique

sont également ['objet de cette étude.
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Dans leur revue, Heine et Hocker (1995) proposent une explication permettant de mieux
comprendre I’augmentation de l'efficacité de I’hydrolyse par les protéase sur les fibres de laine
oxydées par rapport aux fibres brutes. Pour ces auteurs, les procédés d'oxydation entrainent des
changements a la fois morphologiques et biochimiques de la surface des fibres. Ainsi, le caractere
hydrophile de la laine oxydée augmente suite a la destruction plus ou moins poussée de la couche
« F » épicuticulaire et par l'oxydation des cystines de la couche A de I'exocuticule (35% de Cys)
en acide cystéique.

De telles modifications ont été recherchées en étudiant plus précisément les lipides de la couche

«F».

1.2.3. Analvse d’un marqueur lipidique de surface

L'étude bibliographique a mis en évidence que les acides gras de la couche « F » épicuticulaire
sont liés de maniére covalente a la surface des fibres de laine. Leur présence est donc
naturellement influencée par les traitements affectant 1'état de surface de ces fibres comme par
exemple D’oxydation par le chlore. Parmi ces lipides, le 18-méthyleicosanoate (MEA)
correspondant & l'acide gras majoritaire n'est retrouvé dans aucune autre structure de la laine. Une
mesure quantitative du MEA peut donc rendre compte de 1'état de surface d'une fibre de laine

ayant subi ou non une modification chimique et/ou enzymatique.

Nous avons donc cherché a isoler, identifier et quantifier cette molécule.

1.2.3.1. Analyse qualitative de l'acide 18-méthyleicosanoigue

Dans un premier temps, nous avons lavé les fibres de laine par des mélanges
chloroforme/méthanol. Cette étape importante permet d'éliminer les lipides non liés de maniére
covalente qui auraient pu interférer ultérieurement avec les mesures de chromatographie en phase
gazeuse (CPQ). Les lipides liés de maniere covalente sont libérés par saponification, extraits, puis

dérivés sous forme d’ester de méthyle et enfin séparés par CPG. Le chromatogramme obtenu dans
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le cas de la laine vierge est présenté figure 31 :

18 min 36 s
20min 18 s
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Figure 31 : Temps de rétention et profil chromatographique des lipides liés de maniere covalente aux

fibres de laine obtenus par CPG (détection par ionisation de flamme).

Trois pics majoritaires apparaissent au niveau de ce spectre (n° 1, 4 et §). L'identification des
composés 1 et 4 a ¢té réalisée en comparant leurs temps de rétention a ceux des standards
commerciaux des acides palmitique (C16:0) et stéarique (C18:0), respectivement.

Le pic 8 dont l'aire est trés importante peut correspondre au MEA. De plus, son temps de
rétention (28 minutes 54 secondes) est tres proche de celui de l'ester de méthyle de l'acide
henecosanoique (C21:0 linéaire) dont le facteur de réponse est d'ailleurs considéré comme

identique a celui du MEA par de nombreux auteurs.

Pour approfondir l'identification de ces pics, I'échantillon a été analysé par chromatographie en
phase gazeuse couplée a un spectrométre de masse (CPG-SM). Les ions moléculaires de ces
spectres de fragmentation en impacts électroniques ont permis d'identifier les composés regroupés

dans le tableau 11 :
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Tableau 11 : Identification des esters de méthyle d'acide gras isolés par CPG. Les numéros de pic font

référence a ceux définis figure 31.

1 270 C16:0
2 284 C17:0
3 296 C18:1
4 298 C18:0
5 312 C19:0
6 326 C20:0
7 326 C20:0
8 340 C21:0
9 354 C22:0
10 368 C23:0

Le composé d'intérét numéro 8 pressenti pour étre le MEA a été étudi€ dans le détail, son spectre
de masse est présenté figure 32A. L’ion moléculaire ™/,=340 peut correspondre au MEA.

L'interprétation des autres fragmentations primaires est schématisée au niveau de la figure 32B.

Al

| 143
! ® 7
o 1os 2az 3a0
in’ iy lml__m,i”. _J,lll l’%_,dh X R P B P 237
s'o 1d0 150 ' 2d0 240 ‘ zdo ' 250 m/z

Figure 32 : A : Spectre total de fragmentation en impacts électroniques de I’ester de méthyle majoritaire
8 (A1) et détail des fragmentation dans la gamme 150<"/,<350 (A2) B : interprétation du spectre par
fragmentations du MEA.
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Figure 32(fin) : A : Spectre total de fragmentation en impacts électroniques de ’ester de méthyle
majoritaire 8 (Al) et détail des fragmentation dans la gamme 150<"/,<350 (A2) B : interprétation du

spectre par fragmentations du MEA.

Nous notons que le spectre obtenu pour le composé n°8 présente des points communs avec celui
publié par Wertz et Downing, (1988) identifiant le MEA.

Ces auteurs identifient le MEA en appuyant en grande partie leur analyse sur la présence de l'ion
moléculaire "/, =340 caractéristique d'un C21:0 ainsi que sur la différence d'intensité entre les
fragments M-29 (C20H3902+°) et M-31 (C21H410+'). Wertz et Downing concluent que la valeur
du rapport M-29/M-31=2,2 ne peut étre obtenue qu'en présence d'un carbone C;g substitué.

Nous avons trouvé pour le composé n°8 un rapport M-29/M-31=3,1 alors que dans les méme
conditions nous obtenons un rapport M-29/M-31=0,6 sur le spectre de C21:0 linéaire (acide

hénécosanoique).
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Cette démarche présentée par Wertz et Downing, (1988) permettant d'identifier le pic 8§ au MEA
est en accord avec l'analyse théorique de fragmentation des chaines carbonées. En effet, sous
impact électronique, la rupture d'une liaison ¢ (C-C) de l'acide gras est obtenue avec le départ
préférentiel de I'électron liant qui appartient au carbone le plus substitué. Ainsi, l'intensité du
carbocation résultant de cette fragmentation est d'autant plus élevée que le carbone est ramifié

(figure 33) :

R;C>R,HC™>R,H,C*>CH;"

Figure 33 : Intensité des carbocations en fonction de leurs substitutions.

L'ion M-29 est donc plus intense a partir du MEA qu'a partir de I'acide hénécosanoique.

L'analyse détaillée du spectre de la figure 32A montre toutefois des ambiguités. En effet,
comment expliquer la présence des ions "/,= 297 et "/,= 43 qui ne peuvent étre obtenus par
fragmentation primaire simple du MEA mais trés facilement a partir d'une chaine d'acide gras
linéaire comme celle de 1’hénécosanoate ("/= 297 : (CH);7-COOCH;™ ; m/z= 43 : CHs-
(CH,),™). Toutefois, dans le cas de ™/,= 43, une explication probable est la fragmentation

secondaire de 1'ion Mac Lafferty "/,= 74 illustrée figure 34 :

H
H\ /R A
+~"(CH ok
I > H,C=CH—-R + H,C-0O-Cy
/C\/\}—CHQ CH,
H,C—O H,
H H
N + N+
O- //O
AL~ -~ HC-O + ¢
H,C—O0—C “CH
v TCH, 2

Figure 34 : Origine hypothétique de I'ion "/,=43. L'ion "/,=74 est généré par fragmentation primaire du
MEA par le mécanisme de Mac Lafferty (équation du haut). Cet ion subit une fragmentation secondaire

aboutissant & la formation d'un céténe 4 "/,=43 (équation du bas).
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Aucun mécanisme satisfaisant n'a été trouvé vis a vis de l'ion "/,=297.

Dans l'objectif d'éclaircir ce probléme et pour confirmer l'identification du MEA, nous avons
transformé les esters de méthyle obtenus précédemment en dérivés N-acyl pyrrolidides. Cette
technique s'était avérée particulierement efficace lors de l'étude d'acides gras insaturés et/ou
branchés isolés a partir d'éponge (Miralles et coll,, 1995; Barnathan et coll.,, 1996). Le
chromatogramme de ces dérivés traités par CPG de la figure 35 montre un profil comparable a

celui des esters de méthyle de la figure 31 :

oAb

Figure 35 : Chromatogramme obtenu par chromatographie en phase gazeuse des dérivés N-acyl

pyrrolidides des lipides liés de maniére covalente aux fibres de laine.

Nous avons réalis€ le spectre de masse du pic 8 et de I'acide hénécosanoique dérivé sous forme de

N-Acyl pyrrolidide (figure 36A). Les fragmentations sont facilement interprétées a partir du MEA
et du C21:0 linéaire (figure 36B).
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Figure 36 : A : spectre de masse dans la zone "/,=150 a 400 des dérivés en N-acyl pyrrolidide du
composé n°8 (haut) et de l'acide hénécosanoique (bas). B : Interprétation des fragmentations du MEA

(haut) et de I'acide hénécosanoique (bas).
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Figure 36(fin) : A : spectre de masse dans la zone ™/,=150 a 400 des dérivés en N-acyl pyrrolidide du
composé n°8 (haut) et de 'acide hénécosanoique (bas). B : Interprétation des fragmentations du MEA

(haut) et de I'acide hénécosanoique (bas).

Cette technique permet d'obtenir des fragments intenses provenant uniquement des ruptures du
coté de la fonction acide carboxylique transformée en amide.

Nous observons sur le spectre du composé 8 un abaissement de l'intensité de l'ion "/,=336
(fléche) concomitant a l'augmentation de ™/,=350, ce qui est tout a fait significatif de la
substitution du carbone C,; par un résidu méthyle. Cette tendance est naturellement inversée dans

le spectre de l'acide henecosanoique. Pour cet acide linéaire, ™/,=336 est un fragment intense car
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il est obtenu par une rupture primaire de la chaine carbonée ce qui n'est pas le cas pour le MEA
ol un réarrangement secondaire est nécessaire. Cependant, dans le cas du MEA, la présence de
™/ =336 ne constitue pas un élément génant l'identification. En effet, le méme type de spectre
pour des dérivés en N-Acyl pyrrolidides d'acides gras ramifiés est obtenu dans les travaux publiés
par Miralles et coll., (1995) ainsi que par Barnathar et coll., (1996). Par ailleurs, Yu et coll.,
(1988) ont observé également cette fragmentation de faible intensité a partir d'acides gras

ramifiés dérivés sous forme diméthyloxazoline (DEMOX).
Ces résultats complémentaires a ceux de la fragmentation des esters de méthyle nous confortent
dans l'identification du MEA au niveau du composé n°8. Une démarche quantitative peut

maintenant €tre envisagée.

1.2.3.2. Analyse quantitative de [’acide 18-méthyleicosanoique

En absence de standard commercial du MEA, cette mesure est obtenue par rapport a une gamme
étalon d’acide hénécosanoique dont le facteur de réponse est identique a celui du MEA. Par
ailleurs, 1’acide nonadécanoique absent des lipides de la laine a été utilisé en tant qu’étalon
interne lors du dosage par CPG. Les mesures obtenues sur les différents échantillons ont été

regroupées (tableau 12).

Tableau 12 : Evolution du taux d’acide 18-méthyleicosanoique des fibres de laine oxydées ou non par le

chlore et traitées ou non par les protéases.

Taux de % relatif de
Echantillon 18-méthyleicosanoate | 18-méthyleicosanoate
(mg/g de fibre) perdu
Laine brute 1,010+0,06 0%
Laine oxydée par le chlore 0,623+0,06 38%
Laine brute traitée par les protéases 0,92740,06 0%
Laine oxydée par le chlore traitée par les protéases 0,442+0,06 56%
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La valeur obtenue dans le cas des fibres de laine brute est en accord avec celle retrouvée dans la
littérature, oscillant de 0,93mg/g (Negri et coll., 1991) a 1,71mg/g (Wertz et Downing, 1989). La
dispersion de ces valeurs s’explique par le fait que la production du MEA par I’animal de’peﬁd de
nombreux facteurs : 4ge, alimentation, race, voire diamétre des fibres.

Les traitements protéolytiques des fibres brutes n’affectent pas, compte tenu de la précision sur la
mesure, la quantit¢ de MEA. Ce résultat illustre parfaitement I’'inefficacité du traitement
enzymatique vis & vis des fibres de laine native. Par contre, a I’issue du traitement oxydatif, le
taux de MEA chute de 38% par rapport aux fibres brutes. Le chlore agit donc au moins en partie
sur la surface des fibres au niveau de 1'épicuticule. Ces modifications améliorent nettement

I’attaque enzymatique et réduisent ainsi a nouveau la quantité de MEA (perte totale : 56%).

En résumé : Le 18-méthyleicosanoate localisé au niveau de I’épicuticule est un marqueur qui
nous renseigne sur 1’état de surface des fibres. Apres isolement par chromatographie en phase
gazeuse, l'identification par spectrométrie de masse de cet acide gras a fait 'objet d'une étude
approfondie selon deux méthodes. Dans une premiére étape, la technique classique de dérivation
sous forme d'ester de méthyle fut mise en ceuvre puis complétée par une dérivation sous forme de
dérivé de N-acyl pyrrolidide, cette derniére technique €tant particuliérement adaptée a I'analyse
fine des acides gras a longue chalne carbonée. Par la suite, les mesures du taux de cet acide gras
aprés le traitement par le chlore indiquent une modification profonde de I’épicuticule (perte :
38%). L’augmentation de la mouillabilit¢ et I’amélioration de Iefficacité de I’attaque
protéolytique de cet échantillon sont une conséquence directe de ces changements de surface

(perte totale : 56%).

A la suite de ces résultats encourageants, nous avons cherché a confirmer 1'efficacité du traitement

a l'aide du test normé de lavage en machine.
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1.2.4. Mise en évidence de l'efficacité du traitement irrétrécissable des fibres de laine

aprés oxydation par le chlore puis protéolyse enzymatique

Cette expérience réalisée avec la collaboration de I'Institut Textile de France (ITF) sur des
pieces de tissus tricotées a nécessité la préparation d'échantillons d'environ 100g de fibres.
Cette mati¢re préalablement oxydée par le chlore a 2% est traitée 20 minutes & 60°C par 10
litres d'une solution a 13,5g/1 de Maxacal 60000L ajustée & pH=9 avec de la soude. Le
Maxacal 60000L est une préparation enzymatique de subtilisine correspondant au GC 897
dilué au %4. L’échantillon non traité présente un retrait total a I’issu du test de 80%. Dans
les mémes conditions, I’échantillon traité par le chlore puis soumis a I’hydrolyse
enzymatique présente un retrait de seulement 3,5%. Ce résultat, permet de revendiquer le
label lavable machine pour les articles chaussants dont les normes sont les plus restrictives
du marché. Notons cependant que I'ITF émet quelques réserves étant donnée la faible taille

de I’échantillon. La figure 37 illustre ces résultats :

Figure 37 : Photographie des piéces de tissu & l'issu du test TM31. @ : échantillon de fibre brute
non traitée, @ : fibre oxydée par le chlore a 2% puis soumise a ’hydrolyse enzymatique par le
Maxacal 60000L (photographie au 1/5).
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A ce stade de I’étude, la présence éventuelle de protéases adsorbées a la surface des fibres
a l’issue du traitement doit étre envisagée. Dans cette hypothése, la reprise non controlée
de I’activité protéolytique peut avoir des conséquences dommageables. Or, nous avons
précédemment montré que le domaine d’activité des subtilisines était compatible avec les
programmes de température des lave-linge. Ainsi, toute trace d’enzyme doit €tre €liminée

des échantillons traités.

Des échantillons de fibres oxydées par le chlore (1,00£0,05g), préalablement traités par la
préparation protéolytique GC 987, puis essorés sont soumis a différentes procédures de
dénaturation enzymatique (tableau 13). A I'issue de cette étape, les échantillons essorés ont
été introduits dans une solution d’hémoglobine & 5%. L’activité enzymatique résiduelle a
été mesurée dans le surnageant aprés 10 minutes d’incubation a 25°C. Les résultats ont été
rapportés par rapport a [’activité d’un témoin d’hydrolyse positif constitué¢ par un
échantillon de laine oxydée par le chlore, traité par la préparation de protéases et n’ayant

subi aucune étape de dénaturation.

Tableau 13 : Etude comparative sur I’efficacité de la dénaturation des protéases adsorbées sur les

fibres de laine.

. Traitement dénaturant % de Pactivité résiduelle de référence.
Référence sans traitement dénaturant 100% (0,61 pmole de tyrosine/min/g de fibre)
Ringage par 3x1 litre d’eau 61%

Incubation 10 minutes dans une étuve a 100°C 68%

Immersion 5 minutes dans une solution

0
d’H,SO4 a pH 4,0 et rincage 48%
Immersion 5 minutes dans une solution 0%
d’H,80, a pH 2,5 et ringage 0
Immersion 5 minutes dans une solution 0%
d’H,SO4 a pH 1,9 et ringage 0
Immersion 2 minutes dans une solution 0%

d’H,SO, a pH 1,9 et ringcage

Le traitement thermique a 100°C ne permet pas d’éliminer la totalité¢ de [’activité
enzymatique résiduelle. Ce résultat est dommageable car cette méthode aurait permis de
réaliser 1’étape d’inactivation en utilisant les séchoirs couramment employés dans
I’industrie lainiére. Les inactivations par ringcage a l’eau ou & pH=4 ne sont pas plus
satisfaisantes. Par contre, ces résultats montrent la possibilité de dénaturer irréversiblement

les enzymes par immersion dans une solution acide & pH<2,5 pendant 5 minutes ou
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pH=1,9 pendant 2 minutes. Nous avons finalement choisi cette derniere solution dans la

suite de 1’étude.

En résumé : Apres une caractérisation sommaire de 1’activité protéolytique du GC 897,
nous avons montré que la sensibilité a I’attaque enzymatique des fibres dépendait de leur
oxydation préalable par le chlore. Ainsi, les fibres de laine brute sont peu sensibles a
I’attaque enzymatique des subtilisines. Par contre, I’oxydation préalable par le chlore
augmente significativement ’efficacité de I’hydrolyse. L’étude a montré que ce type de
prétraitement n’affecte qu’une partie restreinte de la fibre deés lors rendue accessible a
I’action des enzymes. L’élimination de cette fraction (au moins une partie de la cuticule)
diminue I’aptitude au feutrage des échantillons sans en affecter I'intégrité. Parallélement,
I’augmentation de la blancheur et la diminution du degré de jaune ont également été
observées apres oxydation et protéolyse. Par la suite, I’étude des modifications fines de la
cuticule a permis d’observer la chute du taux de 18-méthyleicosanoate présent a la surface
des fibres traitées.

L’efficacité des protéases dans le but d’obtenir une laine irrétrécissable a été démontrée par
le test TM31 de lavage en machine. De plus, la dénaturation des protéases adsorbées au

fibres afin d’éviter des hydrolyses non contrdlées des fibres a également été mise au point.
L'oxydation par le chlore, bien que trés répandue dans l'industrie est aujourd'hui fortement

critiquée par les instances environnementales. Dans ce contexte, aprés cette étude générale

sur I’action du chlore, une oxydation alternative a été recherchée.
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2. Recherches de prétraitements alternatifs a ’oxydation des fibres de laine par le

chlore

Nous avons montré 'efficacité du procédé de traitement irrétrécissable des fibres de laine
reposant sur une oxydation par le chlore suivie d'une hydrolyse enzymatique par les
subtilisines. Cependant, 1'utilisation du chlore n'étant pas envisageable dans le procédé final
qui se veut avant tout écologique, nous avons cherché a le remplacer.

Trois types d’oxydation ont été retenus pour cette étude : I’oxydation par le peroxyde
d’hydrogéne en présence de métaux ou d’oxydes métalliques, ’oxydation par l’acide

performique et enfin, I’oxydation par I’ozone.

Afin d’évaluer D’efficacité de ces oxydations relativement au procédé a mettre au point,
deux méthodes d'analyse éprouvées précédemment sur les fibres oxydées par le chlore ont

été retenues en raison de leur rapidité de mise en ceuvre et de leur fiabilité :

e La sensibilité a I’attaque des protéases a été déterminée par mesure de 1’absorbance a
280nm des peptides libérés au cours de l'hydrolyse protéasique des fibres.
o Les caractéristiques colorimétriques et dimensionnelles d’échantillons de laine oxydés

n’ayant pas subi d’attaque enzymatique ont également été recherchées.

2.1. Oxvydation par le peroxyde d’hydrogéne en présence de métaux ou d’oxvyde

métalliques

L'oxydation des fibres de laines par 1’oxygéne singulet produit a partir du peroxyde
d'hydrogéne en présence d’ion tungstate (WO4>) a été décrite dans le brevet déposé par
Dybal et coll. en 1996. Nous avons expérimenté cette approche dans des conditions trés
voisines de celles de ces auteurs. En plus, nous avons testé d’autres catalyseurs générant de
I’oxygene singulet a partir du peroxyde d’hydrogéne comme I’ion molybdate (MoO4>) et
I’ion calcium (Ca®") ainsi que le réactif de Fenton (H,O»/Fe*") qui ne génére que des

espéces radicalaires. La sensibilité a I’attaque protéolytique de lots de laine traités par les
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différents systémes d’oxydation et leurs caractéristiques dimensionnelles ainsi que leurs

couleurs sont reportées sur la figure 38 et le tableau 14 :
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HYDROLYSE ENZYMATIQUE DE FIBRES OXYDEES PAR LE SYSTEME H202/W04
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Figure 38 : Sensibilité a I’attaque enzymatique de différents lots de laine oxydée par H,0,/WO,”,

H,0,/Mo04*, H,0,/Ca**, H,0,/Fe™ et d'un lot de laine témoin non traité. Pour chaque expérience,

des durées d'application variables ont été réalisées.
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Figure 38 (fin) : Sensibilit¢ a I’attaque enzymatique de différents lots de laine oxydée par
H,04/WO, >, H,0,/Mo0,*, H,0,/Ca**, H,0,/Fe** et d'un lot de laine témoin non traité. Pour

chaque expérience, des durées d'application variables ont été réalisées.
>
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Tableau 14 : Caractéristiques dimensionnelles et colorimétriques de lots de laine oxydés par les

différents systémes.

ation |
témoin

0.5 21,3 44 458 10.1

OO ] 20,0 2,9 51,5 12,8
20/ WOs 2 20,8 3,5 57,8 15,8
5 0.4 6.7 66,5 16,8

0.5 21,4 4.4 49,2 13,3

MO 1 21,3 43 51 14.2
OO0 2 19,5 2.4 50,2 11,9
5 19,9 2.9 69,4 20,7

2 21,2 43 44.8 11,7

Hoyca 5 21,1 42 45,1 11,25
10 21,3 4.1 42,3 11,25

20 21,0 4.4 40,7 9.9

2 20,6 43 52,8 14.4

N 5 20,9 4.1 56.2 147
H0-/Fe 10 20,9 45 67.1 20,6
20 20,6 472 70,4 19,55

Comme le montre la figure 38, 'oxydation, méme longue (20 minutes), par les systémes
H20;>_/Ca2+ et H202/Fe2+ n'améliore pas la sensibilité & I’attaque enzymatique des fibres de
laine. De plus, dans le cas du réactif de Fenton (H,0,/Fe®") la blancheur des fibres est
fortement altérée au profit d'un jaunissement (tableau 12). Ces caractéristiques semblent
par contre légérement améliorées avec le systéme H,0,/Ca**. 11 s'agit sans doute de l'action
liée a H,O, dont les propriétés blanchissantes sur les fibres kératinisées sont bien connues.
La dégradation d'H,0, par Ca®" serait donc trés limitée ou trop lente. Ces deux
prétraitements peuvent ainsi d’ores et déja étre éliminés.

Les systémes HzOz/WO42' et HzOz/MoO42' ameliorent trés nettement l'action protéolytique
des subtilisines. En effet la figure 38 montre que pour ces systémes, la sensibilité a
I’attaque par les protéases augmente avec la durée de I’oxydation. Cependant, ils altérent
de maniere concomitante la blancheur tout en augmentant le degré de jaune (tableau 14).
Dans le cas du systeme H,0/WO,*, le pourcentage de fibres avec un diamétre supérieur a

30pm diminue entre 0,5 et 1 minute d'application pour finalement augmenter entre 1 et 5
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minutes. Dans la premiére phase (< 1 minute) il semble que les fibres dégradées qui sont
naturellement présentes dans la laine non traitée (=4,3%) solent éliminées par I'oxydation.
Puis, dans une deuxiéme phase (> 1 minute), des fibres intactes sont a leur tour attaquées et
dégradées. Cette analyse peut également étre appliquée au systéme H,0,/M004>, mais elle
doit étre nuancée. Comme en témoignent les courbes de sensibilit¢ a [’attaque
protéolytique, le systéme H>0,/M0oO4* est moins puissant que le systtme H,O/WO4>. De
maniére similaire, I'impact du systéme HzOz/MoO42' sur le pourcentage de fibres avec un
diametre supérieur a 30pm est lui aussi diminué. Entre 0,5 et 5 minutes d'application,
I'oxydation élimine plus de fibres dégradées qu'elle n'en produit. On peut légitimement
penser que cette situation s'inverserait pour des temps d'application plus longs. Pour les
deux systémes oxydants H202/MOO42' et HzOz/WO42", il n'y a pas d'évolution significative

du diamétre moyen des fibres.

2.2. Oxydation par l'acide performigue

L'oxydation des protéines par l'acide performique est un procédé classique pour rompre les
ponts disulfure (Hirs et coll.,, 1956, 1967). Bien qu’étant réalisée habituellement en 2
heures a -10°C, de mani¢re & ménager 'intégrité des protéines, nous avons préféré
travailler sur une courte période et a température ambiante dans des conditions plus en
rapport avec celles réalisables au niveau industriel.

L’action des subtilisines a été testée sur des fibres oxydées entre 0 et 120 minutes par
HCO;H. La sensibilité des fibres a I’hydrolyse par les protéases est confirmée par la

libération importante de peptides dans le milieu réactionnel (figure 39).
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Figure 39 : Mesure de la sensibilité a I’attaque protéolytique de lots de laine ayant subit une

oxydation par l'acide performique pendant une durée variable.

Malheureusement, les fibres traitées pendant 60 et 120 minutes par 1’agent oxydant sont
trés endommagées et ne peuvent pas étre analysées plus finement. Les caractéristiques

colorimétriques et dimensionnelles des autres fibres sont regroupées dans le tableau 15 :

Tableau 15 : Caractéristiques dimensionnelles et colorimétriques des différents lots de laine

oxydée et d'un témoin non traité.

Agent | Duréede . [ Finesse | %>30um | Blancheur |  Jaune'
 oxydant | loxydation(min) | (um) | (%) L Wy o e
témoin 0 21,3 43 49 4 12,7

5 21,5 5,1 48.8 14,1

i 10 21,2 4,9 50,3 14,1
HCO:H 20 21,4 4.9 50,2 13,7
30 22.3 7,8 51,7 17,4

Tous les traitements oxydants entrainent un jaunissement dont le niveau reste constant lors
des 20 premieres minutes d’oxydation (jaune~14) pour atteindre une valeur critique au bout
de 30 minutes de réaction Le diametre, le pourcentage de fibres ayant un diamétre
supérieure a 30pum ainsi que le degré de blanc n’évoluent pas de maniére significative

jusqu’a 20 minutes de traitement. Par contre, I’évolution de ces paramétres au bout de 30
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minutes atteste du début de la dégradation des fibres entre 60 et 120 minutes. Cette
dégradation a été confirmée par 1’observation en microscopie électronique & balayage

(figure 40).

5.00kV x2.0k 20um

Figure 40 : Observation en microscopie électronique des fibres de laine ayant subi une oxydation
de 15 minutes par ’acide performique (grossissement : 600x pour la photographie de gauche et

2000x pour celle de droite).

De nombreuses fissures peuvent étre observées a la surface des fibres, cette fragilisation
nous laisse prévoir une chute importante de la résistance a I’étirement des fibres traitées par

ce procédé.

2.3. Oxydation par l'ozone

L’oxydation par I’ozone des fibres kératinisées a déja été réalisée dans le passé mais elle
n’a jamais €t¢ suivie d’une attaque enzymatique (Thorsen, 1980 ; Bradlhey et coll., 1993).
L’étude bibliographique a montré que deux types d’attaque par I’ozone sont envisageables :
une action moléculaire de I’ozone et une attaque mettant en ceuvre des radicaux dont
I’apparition est sans doute favorisée par le présence d’eau (Nayme, 1997 ; Schulte et coll.,
1995).

Les traitements par 1’ozone ont été réalisés durant 15 minutes sous 2 bars de pression par
un flux de 21/min d’oxygeéne contenant 100g d’Os/m>. Deux échantillons ont été préparés :
un traitement sur 10,05+0,05g de fibres non humidifiées (h.r.: 12,5% (g/g)) et un
traitement sur 10,05+0,05g de fibres immergées 10 minutes dans 1 litre d’eau distillée puis

v . 2 . o« 40, . .
essorées sous une presse d’environ 25kg/cm”. Dans ce dernier cas, I’humidité relative
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mesurée €tait d’environ 50% (g/g). La sensibilité a I’attaque enzymatique des échantillons

ainsi obtenus est reportée figure 41 :

0,40 -

C fibres hydratées a 50 % o
035 D fibres hydratées a 12,5 %
o
0,30 A
S ] ©
c
Q 025 A
N ] o]
ol
8 0,20 -
c ]
S
S 0,15 4 Ie}
7]
o 1
< 0,10 o
] 0
0,05 - =
]
)
0,00 T e - : - : —_—
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Durée de 'hydrolyse (min)

Figure 41 : Sensibilité & I’attaque protéolytique des différents lots de laine oxydée par O; (15

minutes, 21/min, 100g d’O;/m’) et d'un témoin non traité.

Cette figure montre clairement que la sensibilité des fibres a I’attaque des protéases dépend
de leur taux d’humidité fixé au moment de I’étape d’oxydation par 1’ozone. Notons que les
profils de ces cinétiques de relargage de peptides sont bien plus proches de celui obtenu
lors du chlorage que de ceux issus du traitement par I’acide performique ou par le peroxyde
d’hydrogéne en présence de métaux ou d’oxydes métalliques. Ce résultat nous laisse
présager un mécanisme d’action différent entre les deux type d’oxydation.

Par ailleurs, les fibres dont le taux d’humidité relative est de 12,5% (g/g) ne consomment
pas d’ozone en quantité mesurable alors que la consommation atteint 46mg/g de fibres
dans le cas des matiéres dont I’hydratation est fixée a 50% (g/g) d’humidité relative
(tableau 16). La présence d’eau est donc indispensable au traitement d’oxydation des
fibres. L’hypothése d’un mécanisme au moins en partie radicalaire peut donc étre
envisagée. Les mesures ne permettent pas de constater une évolution significative des
caractéristiques dimensionnelles des fibres. Le traitement par ’ozone semble en revanche

diminuer légerement le degré de jaune et augmenter la blancheur des fibres.
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Tableau 16 : Caractéristiques dimensionnelles et colorimétriques des différents lots de laine

oxydée et d'un témoin non traité.

témoin | - 1 - | 213 43 494 12,7
o 12.5% 0 213 4.9 45.5 12.6
3 50% 46 21,2 43 46,0 12,3

Comme dans le cas de I’acide performique, nous avons observé les modifications

engendrées par le traitement ozone par microscopie électronique a balayage (figure 42) :

Figure 42 : Observation en microscopie €lectronique a balayage de fibres de laine traitée par
ozone (15 minutes, 2l/min, 100g0s/m’) (grossissement photographie a : 600x ; photographie b :
2000x).

Contrairement a I’acide performique, le traitement par I’ozone n’affecte pas de maniére
significative les fibres de laine. Ces observations, comparables a celle obtenue avec le
chlore, montrent I’absence de fissure et un lissage partiel de la surface de certaines fibres.
Dans ce cas, ces modifications ne permettent pas de modifier le diamétre moyen des fibres,

le traitement ozone serait donc peut étre moins agressif que celui a base de chlore.

En résumé : A l'issue de cette étude comparative des prétraitements alternatifs a

I’oxydation des fibres de laine par le chlore, seules les oxydations par les systémes
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d’oxydants H,0,/WO,%, H,0,/Mo04>, O3, et lacide performique ont amélioré la
sensibilité des fibres a l'attaque des protéases. L'existence de protection industrielle forte
(Dybdal et coll., 1995), d'un cofit élevé et d'une innocuité environnementale douteuse des
procédés a base de peroxyde d’hydrogene et de métaux ou d’oxyde métalliques nous a
conduit a éliminer cette voie au profit des techniques d’oxydation a base d’ozone et d’acide

performique pour la suite de I'étude.
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3. Optimisation de I’hydrolvse enzymatique de fibres oxydées par I’acide performique

ou ’ozone
Les oxydations des fibres de laine par I’ozone et I’acide performique se sont avérées trés
prometteuses, aussi une étude plus approfondie a donc €té entreprise avec ces deux oxydants

appliqués en amont de I’hydrolyse par les protéases.

3.1. Oxydation par ’acide performique

Le traitement antifeutrant de la laine par oxydation a I’acide performique suivi d'une attaque
enzymatique constitue une base de travail séduisante. Cette méthode semble relativement
simple et peu onéreuse et ne nécessite pas de compétence particulicre et d'investissement dans
un matériel spécifique. Nous avons donc cherché a optimiser le procédé. Cette opération a été

réalisée en deux étapes :

En premier lieu, nous avons testé l'importance relative de divers facteurs ou variables X
(température, concentrations...) susceptibles d'influer le résultat du traitement Y (blancheur,
feutrage...). De nombreuses interactions entre ces facteurs pouvant E€tre envisagées,
l'optimisation du procédé par l'approche "classique" consistant & faire varier alternativement
chaque facteur en fixant tous les autres & un niveau constant est inadaptées. Par contre, la
réalisation d'un plan d'expériences factoriel a deux niveaux (2k, avec k facteurs) présente de

multiples avantages :

o [l'effet de chaque facteur et de leur interaction est mesurable quantitativement ;
o la mesure des effets est obtenue avec une trés grande précision car elle est calculée a partir
de l'ensemble des expériences réalisées dans le plan ;

e une modélisation mathématique est envisageable dans les cas simples.

Dans un deuxiéme temps, l'optimisation du procédé a partir des facteurs importants a été

envisagée en utilisant la méthode séquentielle du Simplex.
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3.1.1. Recherche des facteurs influents par la méthode des plans d'expériences 2

Les facteurs retenus pour cette étude sont :

e La durée d'oxydation ;

e L'application d'un traitement protéolytique (200pl/l de GC 897) a différentes
températures ;

e La concentration en acide performique ;

e La température d'oxydation.

Pour chaque facteur deux valeurs délimitant le domaine expérimental a un niveau haut (U;") et
bas (U;) ont été fixées (tableau 18). Ces niveaux sont notés respectivement +1 et -1 en terme
de variable X, dite codée ou centrée réduite. Cette notation qui revient a un changement
d'unité de mesure et d'origine permettra de traiter tous les facteurs de la méme manicre lors du

calcul des effets, ceci quelque soit leur unité de mesure initiale (°C, minutes...).

Tableau 18 : Définitions des variables codées X,. La valeur réelle, non codée du facteur X; a son
niveau +1 est définies par le terme U;" et la valeur réelle, non codée du facteur X a son niveau —1 est

définie par le terme U;.

Facteurs Variable codée Niveau X=+1 Niveau X=-1
Durée de l'oxydation X, U,"=15 minutes | U,=5 minutes
Température de I’enzyme X, U,"'=55°C U,=35°C
Concentration de HCO.H X, U,"=0,83M U,=0,083M
Température d'oxydation X, U,"=33°C U,=10°C

La matrice d'expérience (X) du plan factoriel complet est constituée par toutes les
combinaisons possibles des k facteurs pris a leurs deux niveaux. Dans le cas présent k=4, il y
a donc n=2=16 expériences. Pour chacune d'entre elles, la réponse Y du traitement est
évaluée par mesure de la blancheur (W), du degré de jaune, de la finesse, du pourcentage de
fibres dont le diameétre est supérieur a 30um (%<30um), de la densité de feutrage et de la
ténacité. Ce dernier parametre est une mesure directe de la dégradation des fibres par le
traitement. La ténacité normale des fibres est d’environs 8cN/Tex ; toute diminution de cette
valeur est dommageable. Dans les cas les moins défavorables de ténacité comprise entre 8 et
7,5¢N/Tex, les dommages entrainent la chute des cadences de production en filature. En

aucun cas, le traitement d’infeutrabilité ne doit diminuer la ténacité des fibres en de¢a d’une
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valeur de 7,5¢N/Tex. Ce paramétre devait donc étre pris en compte dans cette étude. La

matrice d’expérience X et les réponses sont reportées dans le tableau 19 :

Tableau 19 : Matrice d'expérience X du plan factoriel complet 2* et réponses Y obtenues pour chaque

expérience.
Expérience Variables codées (X)) . Réponses (Y) o
1° () X | % | X | X BlancheuriJaune | Finesse | % >30 | Ténacité Feutraage
W) (um) | %) [(cN/Tex)| (g/em)
1 -1 -1 -11]-1 41,9 10,8 { 21,15 4,3 8,33 0,179
2 +1 | -1 [ -1 | -1 40,7 10,0 | 21,30 5,0 8,24 0,170
3 -1+ -1} -1 41,7 10,41 21,20 4,7 7,78 0,168
4 +1 | +1 | -1 | -1 40,3 10,2 | 21,15 4,5 8,21 0,170
5 -1 ] -1 ] +1 ] -1 41,9 11,5 21,45 4,8 8,52 0,214
6 +1 [ -1 [ +1 | -1 45,0 14,0 21,40 4,8 7,81 0,211
7 -1 | +1 | +1 | -1 47,1 13,7 | 21,10 4,2 7,69 0,184
8 +1 | +1 | +1 | -1 46,0 12,1 | 21,20 4,6 6,55 0,120
9 -1 -1 ] -1 | +1 40,9 10,6 | 21,15 4,1 8,28 0,190
10 +1 | -1 | -1 | +1 40,3 10,6 | 21,45 4,3 8,34 0,192
11 -1 )+ -1 ) +1 40,7 10,0 | 21,20 4,3 8,32 0,168
12 +1 |+l | -1 | +1 40,4 10,5 | 21,00 3,9 8,24 0,174
13 -1 | -1 | +1 | +1 46,0 1431 21,50 4,9 7,54 0,199
14 +1 | -1 | +1 | +1 47,3 14,8 | 21,60 5,7 5,09 0,098
15 -1+ +H |+ 48,3 15,8 | 21,25 5,1 5,27 0,069
16 +1 | +1 | +1 | +1 51,1 17,1 | 21,90 7,3 2,75 0,090

Une premiére observation montre que le plan d'expérience améliore d'ores et déja le procédé.
En effet, un échantillon infeutrable est obtenu dans I'expérience u=15 en seulement 5 minutes.
Par ailleurs, ces résultats permettent d'évaluer les effets (b) de chaque facteur et de leur
interaction. Ce calcul peut étre formalisé¢ simplement sous forme matricielle (Goupy, 1988,

1996 ; Delacroix et Porte 1996A) :

Y=X.E

Avec Y : la matrice des réponses
X : la matrice expérience contenant les variables codées

E : 1a matrice des effets recherchés

La matrice des effets doit étre isolée. Dans le cas des plans d'expériences factoriels, X est une

matrice d'Hadamard dont les propriétés permettent d'écrire :
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~Ixty
n
Avec X' la matrice transposée de X

n : le nombre d'expériences du plan

Finalement, sans entrer dans le détail de ce calcul matriciel, les effets et interactions peuvent

étre obtenus grace aux formules suivantes (Lantéri et coll., 1981) :

e Pour les effets principaux b; :

s
by=——2 {ie[14]} 2)

n

Avec X,; : la valeur de la i*™ variable codée a la u™ expérience (soit +1 ou -1).

eme

Y, : laréponse mesurée alau™"" expérience

n : le nombre d'expérience du plan (ici n=16)
Ainsi, le calcul de l'effet b; correspondant au facteur X, sera d’aprés 1’équation (2) :

b :(‘Yl+Y2'Y3+Y4'Y5+Y6'Y7+Y8'Y9+Y10'Yn+Y12'Y|3+Y14'Y15+Y16)
1
16

Dans le cas particulier ou la réponse étudiée est la blancheur b= 0,2

e De méme, pour les effets d'interaction du premier ordre bj; :

n
(Z XuiXquu]
u=|

b=t figela]) e

e Pour les effets d'interaction du deuxiéme ordre by
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n
[Z XuiXquukYu]
u=I

n

bk = fijk e[l4]} i=j=k

o Pour les effets d'interaction du troisiéme ordre bjjy :

n
(quixquUquIYu}
u=I

n

b = {iiklelia]) i=jzk=]

L'analyse de l'effet de chaque facteur et de leur interaction doit étre évaluée en tenant compte
de l'impact de I'erreur expérimentale liée a la mesure des réponses Y (Goupy, 1988). Ainsi,
l'oxydation de 10,05£0,05¢g de laine traitée 10 minutes & 22°C par 1 litre de d'HCO3H 0,41M
en absence de traitement enzymatique a été reproduite a cinq reprises. Le calcul de I'écart type
s obtenu sur cet échantillonnage est utilisé pour estimer l'erreur expérimentale Ay en
admettant que sa répartition correspond a celle d'une courbe de Student, c'est a dire a une
répartition ressemblant & une courbe gaussienne aplatie pour tenir compte du fait qu'un
nombre restreint de mesures ont été réalisées pour apprécier Ay. Ainsi, pour cing mesures de
Y, lintervalle de confiance Ay sera de +2,78xs autour de la valeur mesurée avec une

probabilité d’exactitude de 95%.

1 N 5
s=\/ x>y, —1) {uell5]}

N-1I u=l

Avec N : taille de I'échantillon (ici N=5), y, : la réponse Y mesurée a la u™ expérience et [ :

la moyenne arithmétique des réponses Y sur les 5 expériences.

Enfin, l'évaluation de Ay permet de calculer l'erreur expérimentale sur l'effet (Ag). Par
opposition aux méthodes traditionnelles dans lesquelles chaque facteur est étudié
indépendamment de tous les autres, l'approche du plan d'expérience met a contribution la
totalité¢ des facteurs dans chacune des expériences. Dans ce cas, l'erreur sur l'effet Ag est
calculée en tenant compte de l'ensemble des réponses du test. Ce parametre est donc obtenu
avec une bien plus grande précision. Le théoréme de la variance que nous ne développerons

pas ici formalise cette approche du calcul de Ag :
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Ay
Jn

Avec n le nombre d'épreuves contenues dans la matrice d'expérience (n=24=16 dans le cas

d'un plan factoriel complet a 4 facteurs).

L'ensemble des réponses mesurées sur les 5 essais, le calcul de Ay et de Ag ont été regroupés

dans le tableau 19.

Tableau 19 : Mesure brute des réponses Y obtenues sur des fibres de laine traitée 10 minutes a 22°C

par 1 litre de HCO;H 0,41M et calcul de I'erreur expérimentale Ay et de Ag.

Blancheur ~ Jaune Fmesse %>30um - Ténacité Feutrage

. (um) i ("/_l__ (cN/Tex) (g/cm3)

exerlence n°l 13,3 21,4 8,21 0,189
:éx enence n°2 45,9 13,3 21,2 4,5 8,22 0,174
46,0 13,9 21,1 4,7 8,06 0,187
45,9 13,9 21,3 4,7 7,72 0,181

463 13,7 21,2 4,3 7,82 0,174

459 13,6 212 4,5 8,01 0,180

0,3 0,3 0,1 0,2 0,23 0,010

¢ o 09 +0,8 +0,3 +0,5 +0,63 +0,020
As(95%,n=16) | +0,2 +0,2 +0,1 +0,1 +0,16 +0,005

L'ensemble des calculs des effets obtenus a partir de la matrice des réponses Y et des erreurs

sur chaque effet ont été reportés dans le tableau 20 :
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Tableau 20 : Effet des facteurs et de leurs interactions sur les réponses Y. Chaque résultat est

accompagné de l'erreur sur l'effet (Ag) inhérent a I'erreur expérimentale sur la mesure. Les valeurs en

gras correspondent aux résultats significatifs.

_ Ténacit¢ | Feutrage |

02202 0,120,1 04403 |-0,009+0,005

07402 | 02402 | 0,120, | 0,040,1 | -0,540,3 |-0,019+0,005

29102 | 1,9802 | 0,120,1 | 0401 | -0,9403 [-0,01420,005

0,6£02 | 07402 | 01%0,] | 0240, | -0,6+03 |-0,015+0,005

02802 | -0,1502 | 0020, | 0,040,1 | -0,0403 | 0,005+0,005

0,602 | 02802 | 00%0,0 | 02401 | -0,4%03 |-0,00920,005

02402 | 02802 | 00%0,1 | 0,1x0,] | -0.2%03 | 0,0000,005

08502 | 03802 | 00%0,1 | 0,1%0,] | -04+03 |-0,013%0,005

00102 | 02402 | 00£0,1 | 020, | -0,1+0,3 |-0,003%0,005

09502 | 07402 | 01%0,1 | 04+0,1 | -0,7+03 [-0,019+0,005

b | 02%02 | 03¥02 | 0,1#0,1 | 0240,1 | -0,1¥03 | 0,030,005
bus | 04802 | 03402 | 0,0%0,] | 0,1%0,1 | -0,0£03 | 0,010,005
bt | 00802 | 00402 | 00%0,0 | 02301 | -02+03 [-0,002+0,005
| bas | 00t02 | 0302 | 0,10, | 0240,1 | -02403 | 0,010,005
i | 03%02 | 0302 | 000, | 0.0#0,1 | 0,203 | 0,01240,005

Toutes les valeurs reportées dans le tableau 20 sont exprimées dans la méme unité de mesure
que la réponse Y; considérée. Cette propriété qui améliore avantageusement la lisibilité des
résultats est liée a l'utilisation de variables centrées réduites. Notons que seuls les effets et
interactions supérieurs a l'erreur Ap peuvent étre analysés. Pour plus de sécurité, n’ont été

retenus que les coefficients dont les valeurs sont bien supérieures a Ag (en gras).

Le jaunissement des fibres de laine est dommageable, il doit étre le plus faible possible.
L’analyse des effets montre que la concentration de I’agent d’oxydation (X3) et la température
de I’oxydation (X4) augmente de maniére importante le jaunissement (bs et by). L’interaction
forte b4 entre ces deux facteurs est donc normale. Pour mieux comprendre I'effet d'interaction
nous allons étudier plus en détail ce cas :

A partir des 4 facteurs initiaux, seul X3 et Xy ont finalement présenté une influence
significative. Dans ces conditions, parmi les 16 essais réalisés au cours du plan d'expériences
un certain nombre apparait redondant. Par exemple, il est possible de faire la moyenne des

résultats des expériences 1, 2, 3 et 4 pour lesquels X3 et X4 sont au niveau -1. Cette opération
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répétée pour toutes les combinaisons possibles de ces facteurs pris a leurs deux niveaux

revient a réaliser quatre plans 2% (tableau 21).

Tableau 21 : Moyennes des mesures du degré de jaune pour les expériences apparaissant redondantes

dans le plan d’expérience 2* précédent. Dans ce cas, seuls les facteurs X; et X, sont considérés

influents.

-1 +1 9;10;11;12 10,4
+1 +1 13; 14; 15; 16 15,5

Ces résultats sont illustrés de maniére plus explicite dans la figure 43 :

(+) 12,8 155
® ([ ]
A
[HCO;H]
A\ 4
® o
(-) 1 093 1 0,4
) (t)

Température d'oxydation

Figure 43 : Représentation schématique de I'évolution du jaune en fonction des différents niveaux de

X3 ([HCO;H])) et X, (température d'oxydation).

Dans le cas ol la concentration en acide performique est fixée & son niveau bas (-1), le degré
de jaune n'évolue pas significativement lors du changement du niveau de température (-
1—+1). Par contre une augmentation d'environ trois points de jaune est observée si la
concentration en acide performique est initialement fixée & son niveau haut (+1). Il y a donc
un phénomeéne d'interaction entre la concentration de l'agent oxydant et la température de
l'oxydation. Ce résultat est mesuré quantitativement par la valeur de bs4. Cette analyse est

généralisable a I'ensemble des interactions reportées dans le tableau 20.
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La blancheur est un paramétre important pouvant affecter la valeur marchande de la laine.
Rappelons que sa mesure est exprimée dans une unité de grandeur qui doit étre idéalement la
plus faible possible pour se rapprocher du blanc absolu. Les trois facteurs influant ce
paramétre sont par ordre d’importance, la concentration en acide performique (X3), la
température du traitement enzymatique (X») et la température de I’oxydation (X4). Leurs effets
respectifs b;, b, et by sont des grandeurs positives qui affectent donc négativement la
blancheur. L'impact de la concentration en acide performique est tel que des interactions
importantes sont logiquement apparues avec les facteurs X, et Xy (bas, bss). Dans le méme
sens, une interaction de X; avec la durée de 1’oxydation X, est également observable malgré la

faible influence de ce dernier facteur (b3).

Dans le domaine expérimental étudié¢ aucun effet significatif ne semble influencer la finesse
des fibres de laine. Ainsi, cette réponse ne pourra pas faire ultérieurement 1’objet d’une
modélisation mathématique.

Le pourcentage de fibres dont le diameétre est supérieur & 30pum est un indicateur de 1’état
physique des fibres. Une valeur importante de ce pourcentage peut étre le signe de la
dégradation des fibres par éclatement. Ce tableau montre que seule la concentration de I’acide
performique (X3) est influente (b3). Ce facteur interagit également négativement avec la
température de 1’oxydation X4 (bszs). L’importance de ’erreur Ag incite a la plus grande
prudence lors de I’interprétation des autres facteurs.

La ténacité idéalement la plus grande possible est fortement diminuée par la concentration en
acide performique (X3) et la température de I'oxydation (X4) et plus modestement par la
température de la solution de protéases (X3). Les interaction bsg sont donc normales. Ces
résultats corroborent ceux obtenus avec le pourcentage de fibres dont le diamétre est supérieur
a 30um et montrent que tout traitement par ’acide performique entrainera malheureusement

I’altération de la résistance des fibres.

La densité de feutrage est I’un des paramétres les plus importants & I’origine de ces travaux.
Cette densité doit étre la plus faible possible car elle est en partie responsable du
rétrécissement au lavage des pieces de tissu. Comme pour la blancheur, les trois facteurs

principaux qui influencent le feutrage sont : la concentration en acide performique (X3), la
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température du traitement enzymatique (X,) et la température de 1’oxydation (X4). Quelques

interactions entre ces facteurs sont logiquement observées (b3, bsa).

A ce niveau de ['étude, une modélisation mathématique peut étre envisagée. Le modele
mathématique obtenu pour chaque réponse du plans d'expériences factoriels a deux niveaux
est un polyndme du premier degré par rapport a chacune des variables codées prise
indépendamment. Les coefficients du polyndme sont la moyenne, les effets principaux et les
effets d’interactions. En théorie, pour un plan factoriel a deux niveaux, la réponse calculée

prend la forme suivante :

N=bgt+b1 X +byXo+b3X5+bsXu+b 12X 1 Xa+b13X1 X3+b14X 1 Xa+b23 X2 X3+b24 X0 X4 +b34X3X4+b 123X
1 XX 31+b124X X0 Xt b13aX i X3Xa+tb3aXo XXyt b13aX 1 XXXy

ou by est la moyenne des réponses Y :

n
Yu
u=1

n

by =

Avec n, le nombre d'expériences du plan et Y, la réponse mesurée a la u™™ expérience.

En pratique, le modéle doit étre épuré des coefficients non significatifs qui peuvent
compromettre sa validité. Le logiciel informatique Modde 4.0 a permis d’affiner les modéles

mathématiques sur la base de deux tests statistiques :

¢ Dans ’hypothése ou le modele postulé est en adéquation avec la réalité, la différence entre
la valeur expérimentale Y, et son estimation calculée m, est uniquement due a l'erreur
expérimentale sur la mesure. Ces différences également appelées résidus suivent donc une
loi de distribution normale de moyenne nulle et de variance constante. Dans cette
hypothese, la répartition des résidus introduits dans un repére semi-normal définissent une
droite. L’estimation du coefficient de régression linéaire r* de cette courbe permet de

caractériser la pertinence du modéle mathématique postulé.
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e L'homogénéité entre les séries de résultats théoriques et expérimentaux est également

évaluée par la probabilité P, du test au Khi-2.

Finalement, les effets principaux et les effets d’interactions introduits dans les modé¢les
optimisés ont été facilement choisis de fagon a maximiser les coefficients r* et P,». Les

résultats ainsi obtenus sont reportés dans le tableau 22 :

Tableau 22 : Formulation et évaluation statistique des modeles mathématiques retenus pour chaque

réponse.

"~ Réponse 4 estimer " Mod¢le mathématique . Test statistique
e . et s e ea e e
Blancheur (W) botbaXotbs X5 +byXytb X X5 tbos XoX5+b3s X5 Xy 0,9621 | 0,8637
Jaune botbsXs+by X b3, XXy 0,8797 | 0,8323
%>30um botb3X5+bs Xs+b3, XX, 0,5560 | 0,3215
Ténacité (cN/Tex) byt by Xy tb; X3+b Xy +b3e XX,y 0,7346 | 0,5381
Densité de feutrage (g/cm’) | botbyXo+bsXs+by Xy by XoXs+b3u XX, 0,7372 | 0,4379

L'évolution de la blancheur, du jaunissement des fibres de laine au cours du traitement peut
étre prédite finement car les coefficients 1 et P., des modéles correspondants sont trés élevés
et proches de la valeur idéale de 1. L'approche du pourcentage de fibres dont le diametre est
supérieur a 30um, de la ténacité et de la densité de feutrage est moins bonne mais reste

toutefois exploitable.

Les mod¢les obtenus sont utilisés pour calculer des courbes d'isoréponses valables a l'intérieur
du domaine expérimental couvert par le plan d'expériences. L’exactitude de telles courbes
dépend naturellement des coefficients r* et P,>. A titre d’exemple, et pour illustrer le probléme
majeur du traitement par 1’oxydation a ’acide performique puis hydrolyse par les protéases,

deux courbes d’isoréponses ont été représentées figure 44.
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température GC 897 = 35°C
durée oxydation = 5 min
<X

ténacité (cNTex)

HCO,H] (M2,

>
08 ‘% =,
S % température
a

oxydation {°C)

température oxydation = 10C
durée oxydation = 5 min

tenacité {cN/Tex)

température s

GC897 (°C) « 0, % [HCO,H] (M)

Figure 44 : Courbe d’isoréponse de la densité de feutrage et de la ténacité en fonction de la température

de I’étape d’oxydation et de la concentration de I’acide performique.
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température GC 897 = 35°C

durée oxydation = 5 min
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Figure 44 : Courbe d’isoréponse de la densité de feutrage et de la ténacité en fonction de la température

de I’étape d’oxydation et de la concentration de I’acide performique.
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température oxydation = 10°C
durée oxydation = 5 min
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température GC8937 (°C) 55

Figure 44 (fin) : Courbe d’isoréponse de la densité de feutrage et de la ténacité en fonction de la

température de I’étape d’oxydation et de la concentration de I’acide performique.

Ces courbes illustrent parfaitement I’influence positive de I’augmentation de la concentration
de Placide performique et de la température de I’étape d’hydrolyse enzymatique sur la
diminution de I’aptitude au feutrage des fibres. Malheureusement, ces mémes facteurs auxquels
s’ajoute la température de la solution oxydante diminuent la résistance (ou ténacité) des fibres.
Il n’existe donc pas de formulation simple permettant d’obtenir le traitement infeutrable en
maintenant une ténacité suffisante. Une optimisation plus poussée par la méthode Simplex a

ainsi été envisagée (Delacroix et Porte, 1996A, 1996B).

3.1.2. Optimisation du procédé par la méthode Simplex

3.1.2.1. Principe

Cette méthode permet de rechercher une réponse optimale de maniére séquentielle sans
modélisation. Pour un procédé dépendant de k facteurs X; influents, le premier Simplex est
constitué par k+1 expériences. Apres avoir déterminé les réponses Y, on élimine la plus

mauvaise et on calcule les conditions opératoires d'un nouvel essai en prenant le symétrique de
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Notons que dans certains cas, les conditions opératoires calculées ne sont pas réalisables
expérimentalement ou correspondent & l'essai réalisé précédemment. Dans cette hypothése
cest le 2°™ plus mauvais point et non plus le 1% qui doit étre utilisé pour calculer les
conditions opératoires du nouvel essai. Le principe général du Simplex est ainsi résumé par le

schéma de la figure 46.

Calcul du Simplex
de départ k+1 points

Expériences correspondantes

Elimination du point le plus mauvais
Calcul de son symétrique par rapport aux points restants

Elimination du 2™

plus mauvais point

Point déja utilisé ou localisé dans
une zone expérimentale irréalisable ? OUl

NON

Expérience en ce point

Point = optimum du Simplex ?

NON
018
L'optimum du Simplex = optimum désiré ? FIN
OUI
NON

Réduire la taille du Simplex

Figure 46 : Principe général de I’optimisation par la méthode du Simplex.
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3.1.2.2. Optimisation de la ténacité et du feutrage des fibres traitées par

I’acide performique

L’étude par le plan d’expériences du traitement infeutrable impliquant 1’acide performiqué a
montré que 3 facteurs étaient particulierement influents: la température de la solution
enzymatique de GC 897 (X,), la concentration de 1’acide performique (X;) et la température
de I’étape d’oxydation (X,) (c¢f- tableau 21). L’augmentation de ces facteurs améliore le
caractére infeutrable des fibres de laine traitée (b,=-0,019%0,005; b,=-0,014+0,005 ; b,=-
0,0154+0,005g/cm®) . Toutefois, la résistance des fibres définie par leur ténacité est
malheureusement diminuée de maniére concomitante (b,=-0,46+0,3; b,=-0,91+£0,3 ; b,=-
0,58+0,3¢cN/Tex). Nous avons cherché a optimiser le niveau des deux facteurs X; et X, dans
le procédé de fagon a& minimiser le feutrage des fibres tout en imposant une ténacité >
7,5¢cN/tex. L’étape d’hydrolyse enzymatique a été réalisée a U,=55°C en raison de I’influence
positive de cette température sur le feutrage et de son impact modéré sur la chute de ténacité.
Par ailleurs, 1’analyse du plan d’expériences a également révélé que la durée de I’oxydation
n’a pas une influence prépondérante sur I’efficacit¢ de traitement infeutrable (b=-
0,009+0,005g/cm®). En accord avec les contraintes industrielles, la durée de ’oxydation a été

fixée dans ce Simplex a U,;=5 minutes.

Dans le cas des optimisations Simplex de type 1, la matrice codée de la premiére série
d’expériences est imposée. Cette matrice dont la structure générale pour k facteurs a été
développée dans le chapitre matériel et méthode est reportée tableau 24 dans le cas précis des

deux facteurs X; et X,.

Tableau 24 : Matrice d’expérience codée du premier Simplex dans le cas de deux facteurs (X, et X,).

expérience n°(u X, ([HCO,]) X, (Température d'oxydation)
Exp 1 0 0
Exp 2 0,9659 0,2588
Exp 3 0,2588 0,9659
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Pour réaliser les expériences il est nécessaire de décoder cette matrice afin de connaitre les
valeurs que doivent prendre U, et U, pour les différents facteurs X; et X, a chaque expérience.

Cette opération est obtenue en résolvant I’équation suivante :

Uiexp u=Uiexp 0 + Pas,-XXf"p u (3)

Avec : U [e niveau réel du facteur i a ’expérience u, U ° le niveau initiale du facteur i a

la premiére expérience, X;”*" la valeur codée du facteur i a I’expérience u.

Les niveaux initiaux des facteur X; et X, ainsi que le pas de progression de ces facteurs dans

le Simplex sont définis dans le tableau 25 :

Tableau 25 : Niveau initial et pas de progression du 1* Simplex (I) pour X; et X,.

Facteur Niveau initial | Pas du Simplex

X, ((HCO,]) U, =10ml | Pas,=15 ml

X, (Température d'oxydation) | U, ’=15°C Pas,=5°C

Ainsi, la matrice expérimentale reportée dans le tableau 26 pour les 3 premiéres expériences

est obtenue en résolvant de I’équation (3) :

Tableau 26 : Matrice d’expérience décodée du 1¥ Simplex (I) pour les facteurs X, et X,.

Expérience U, U, Simplex Feutrage | Ténacité
n°(u) (ml) CC) (exp, (n°)) (g/em’) | (cN/tex)
Exp 1 U, =10 U, '=15 0,181 9,22
Exp 2 U,™%=24,5 |US?*=16,5 0,172 8,88
Exp 3 U,™°=13,9 | U,~3=20 Exp l,exp 2, exp 3, () 0,170 8,25

A T’issue de cette premiére série d’épreuves, nous constatons que la premiére expérience est
la plus mauvaise car la densité de feutrage est maximale. Les conditions opératoires de

I’épreuve n°4 sont donc calculées a partir de ’épreuve n°1 :
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A I’issue de cette premiére série d’épreuves, nous constatons que la premicre expérience est la
plus mauvaise car la densité de feutrage est maximale. Les conditions opératoires de I’épreuve

n°4 sont donc calculées a partir de I’épreuve n°1 :

2 X(UZXPZ + U§Xp3)

2

2x(24,5+139)

P4 _ ~Us?P! - ~10=28,4 ml
2

Un calcul similaire permet de déterminer U, =21,1°C

Le résultat de I’expérience 4 et I’évolution du Simplex ont été reportés dans le tableau 26 :

Tableau 26 : Progression du Simplex (II a IX).

“C b o Simplexts e
ol exp, () | (glom)
Exp 2,exp 3, exp 4, (II) 0,191 8,64
Exp5 U™ °=40,0 |U,P°=17,6 |Exp 2.,exp 4, exp 5, (IIl) 0,158 7,62
Exp6 |Us°=31,1 |U, %= 12,8 |Exp 2,exp 5, exp 6, (IV) 0,196 7,74
Exp7 |Us™ =496 |U'=14,1 |Exp S,exp 6, exp 7, (V) 0,189 7,21
Exp8 |Us™P%=535 |U,“P*=18,9 |Exp 5.exp 7, exp 8. (V) 0,148 6,73
Exp9 |Us™’=429 |U,*’=224|Exp5.exp8,exp9, (VI) | 0,111 6,25

Dans le deuxiéme Simplex (II) constitué par les expériences 2, 3 et 4, nous constatons que
essai 4 est le plus mauvais puisque le feutrage est maximal. Ce résultat est compréhensible si
on considere qu’il existe un niveau d’oxydation qui induit I’écartement des écailles de cuticule
par rapport a I’axe de la fibre sans augmenter leur sensibilité a 1’attaque enzymatique. La
mesure du diamétre moyen des fibres montre une augmentation d’environ 4% (finesse :
21,1->21,9um). Pour réaliser le 3™ Simplex (II) I’élimination de I’expérience n°4 du
Simplex II conduirait & refaire I’essai n°l. Pour obtenir les conditions opératoires de
I’expérience n°5 nous devons donc éliminer le 2°™ plus mauvais point parmi les essais 2, 3, 4
soit I’expérience n°3. Le Simplex (III) est donc constitué par les expériences 2, 4, 5. Parmi ces
expériences, l'essal n°4 est le plus mauvais et permet de calculer les cordonnées de
l'expérience n°6 (Simplex IV : exp 2, exp 5, exp 6). Cette expérience répond au critére de

ténacité mais présente un feutrage intense pouvant €tre interprété de maniére similaire a
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l'expérience a l'essai n°4 vis a vis d'un éventuel écartement des écailles. Les Simplex suivants
(V a VII) ne permettent pas d'améliorer le traitement en raison des mesures de ténacité <

7,5cN/Tex. La progression des Simplex peut également étre illustrée par la figure 47 :

24 -
f
22
6204, exp 3
~ l
o |
© :
\8. 16
g | exp 1
g 14—’:
12 4
|
10 b S _
0 10 20 30 40 50 60

Acide performique (ml)

Figure 47 : Evolution du Simplex avec rotation autour du point optimal correspondant a I’expérience

n°s.

Finalement, I'expérience 5 apparait comme la plus satisfaisante sur le plan du feutrage et de la
ténacité (feutrage = 0,158g/cm’ ; ténacité = 7,62¢N/Tex). Ce résultat reste toutefois insuffisant
sur le plan industriel ou une intensité de feutrage trés inférieure doit étre obtenue pour
répondre au critére d’irrétrécissabilité au lavage machine. Nous avons donc abandonné le
traitement des fibres par I’acide performique et le GC 897 au profit du traitement prometteur a

base d’ozone.
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3.2. Oxvydation par 1’ozone

L'é¢tude précédente (¢f 2.3. ) a montré que des fibres de laine oxydées par l'ozone en
conditions humides (50% h.r.) avaient une sensibilité a I’attaque par les protéases supérieure a
celle de fibres prétraitées par I’ozone en conditions plus seches (12,5% h.r.). Les premiéres
hypothéses pour expliquer cette différence de sensibilité reposeraient sur I’existence d’un
mécanisme d'action de type radicalaire observable dans les conditions les plus humides.
L’étude bibliographique a montré que ces réactions pouvaient étre favorisées par la présence
de peroxyde d'hydrogéne en solution alcaline (Nayme, 1997). Un plan d’expériences devrait

permettre en plus d’une éventuelle optimisation, d’éclaircir ces mécanismes.

3.2.1. Recherche des facteurs influents par la méthode des plans d'expériences K

Nous avons cherché dans un premier temps a déterminer par la méthode des plans
d'expériences complets a deux niveaux, l'influence respective et interactive des facteurs

suivants :

e La concentration de NaOH dans la solution utilisée pour humidifier les fibres avant
l'oxydation ([NaOH]) ;

e La concentration en protéases de la solution d'hydrolyse (JGC 897]) ;

e La concentration d'H,O, dans la solution utilisée pour humidifier les fibres avant
l'oxydation ([H,03]) ;

¢ La concentration de 1'ozone dans le gaz de traitement des fibres de laine ([O;]).

Pour chaque facteur, les bornes du domaine expérimental étudié ont été reportées dans le

tableau 27 :

Tableau 27 : Nature et niveaux des variables codées X et valeur U; correspondante.

‘Facteur | Variablecodée | = = - Niveau Xi=-1 . Niveau X&=+1
[NaOH] X U,;=0mM U=4mM

[GC 897] X U,=0ul/I U,=180ul/I

[HzOz] X3 U3=OmM U3=250mM

[Os] X4 Us=30g Os/m’ ; 21/min ; 10min U,=100g Os/m’ ; 2l/min; 10min
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Pour quatre facteurs, la matrice expérimentale est constituée de 16 expériences. Pour chacune

d'entre elles, cinq mesures de réponses ont été réalisées :

la blancheur, le degré de jaune, la

finesse de fibre, le pourcentage de fibres dont le diamétre est supérieur a 30um et I'aptitude au

feutrage. La matrice expérimentale X du plan d'expériences et les réponses obtenues sont

rassemblées dans le tableau 28 :

Tableau 28 : Matrice d'expériences X du plan factoriel complet 2* et réponses Y obtenues pour

chaque expérience.

; %>30um ' Feutrage :

X4 Blancheur Jaune Finesse

sl O (um) | (%) | (gem’)
-1 44 .4 13,7 21,6 5,8 0,15
-1 43,8 1141 21,6 5 0,142
-1 44,5 133 21,4 4,7 0,123
-1 43,7 12,2 | 21,5 4,6 0,131
-1 40,2 11,7 21,5 5,6 0,126
-1 412 |11,75] 21,6 49 0,118
-1 41,2 11,1 214 4,8 0,096
-1 40,7 10,2} 21,5 5,6 0,094
+1 447 12,3 21,5 4,6 0,05
+1 434 12,31 21,2 4,7 0,05
+1 42,6 1321 21,0 4,5 0,05
+1 41,8 11,8 | 20,4 4,2 0,05
+1 42,0 13,0 | 21,4 5,2 0,05
+1 42,7 12,6 | 21,0 4 0,05
+1 38,3 10,8 20,7 4,5 0,05
+1 39,5 10,7 20,5 4,2 0,05

Pour I’ensemble de ces réponses, une analyse classique d’un plan d’expériences factoriel

complet 2* peut étre réalisée. Les effets et interactions calculés de maniére identique a ceux du

plan factoriel obtenu sur I’acide performique ont été reportés dans le tableau 29.
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Tableau 29 : Effet des facteurs et de leurs interactions sur les réponses Y. Chaque résultat est
accompagné de l'erreur sur l'effet (Ag) inhérente a l'erreur expérimentale sur la mesure. Les valeurs en

gras correspondent aux résultats significatifs.

-0,14+0,2 -0,001£0,005

-0,6+0,2 | -0,3+0,2 | -0,2+0,1 -0,2+0,1 -0,006£0,005
-1,4+0,2 | -0,5+0,2 | -0,0£0,1 0,0£0,1 -0,0070,005
-0,3+0,2 0,1£0,2 | -0,3+0,1 -0,3+0,1 -0,036+0,005
0,0+0,2 0,0+0,2 0,040,1 0,2+0,1 0,001+0,005
0,4+0,2 0,2+0,2 0,0£0,1 0,0£0,1 -0,001x0,005
0,0+0,2 0,1+0,2 0,1+0,1 -0,1+0,1 0,001£0,005
-0,2+40,2 | -0,4+0,2 | 0,0+0,1 0,1+0,1 -0,001+0,005
-0,7+0,2 | -0,1+0,2 | -0,140,1 0,0£0,1 0,006+0,005
0,2+0,2 02+0,2 0,0£0,1 -0,1£0,1 0,007+0,005
-0,1+0,2 0,0+0,2 0,0+0,1 0,1+0,1 -0,001+0,005
0,2+0,2 -0,1£0,2 | 0,0£0,1 -0,1£0,1 -0,001+0,005
0,1+0,2 -0,1+£0,2 | 0,0+0,1 -0,1£0,1 0,001+0,005
-0,240,2 | -0,1+0,2 | 0,0£0,1 -0,1£0,1 0,00140,005
0,1+0,2 0,240,2 0,0+0,1 0,0£0,1 0,001+0,005

La blancheur des fibres est influencée par la concentration du peroxyde d'hydrogéne (X3), de
la préparation enzymatique de GC 897 (X3) et de l'ozone (X4). L'influence trés relative de
l'ozone (bg) sur la blancheur par rapport aux autres facteurs b et b, doit étre interprétée avec
prudence. En effet, si le changement de niveau de X, de 30 & 100gOs/m® n'occasionne qu'une
faible amélioration de la blancheur (AW=-0,3+0,2) cela n'exclut pas que ce paramétre ait été
fortement affecté entre 0 et 30g03/m’. Ainsi, la blancheur de la fibre obtenue en présence de
30g0s/m’ (expérience n°1 : W=44,4) est bien meilleure que celle d'une fibre brute (W=~49-50).
Par ailleurs, nous pouvons noter des interactions néfastes entre NaOH et le peroxyde

d'hydrogene (b;3) et des interactions bénéfiques entre l'enzyme et I'ozone (byg).

Le degré de jaune est diminué par la soude (X)), le GC 897 (X;) et le peroxyde d'hydrogéne

(X3). Un effet coopératif entre ces deux derniers facteurs n’est donc pas étonnant (b,3).

Ces résultats colorimétriques confirment donc l'impact positif du peroxyde dhydrogéne

diminuant le degré de jaune et augmentant la blancheur. Il s'agit de fait de l'utilisation
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principale d'H,0, dans l'industrie textile. L'enzyme diminue le degré de jaune et augmente la

blancheur, son influence est donc bénéfique.

La finesse des fibres est influencée par la concentration de l'ozone (X4) et de la préparation
enzymatique de GC 897 (X;) sans qu'aucune interaction by4 ne soit toutefois observée. Ces
deux facteurs diminuent le diamétre moyen des fibres. Cet effet est positif car la valeur
marchande des fibres est inversement proportionnelle & leur diamétre si leur résistance n'est
pas affectée. Sur ce dernier point, nous constatons que le pourcentage de fibres dont le
diamétre est supérieur a 30um diminue lors de l'application de I'ozone (by). Par ailleurs, nous

constatons l'interaction négative de l'enzyme apres oxydation en présence de soude (by»).

[ aptitude au feutrage des fibres de laine traitées par I’ozone montre que ce facteur est tres
influent car la limite inférieure de mesure (O,OSOg/cm3 ) est atteinte dans I'ensemble des essais
réalisés en présence de lOOgOg/m3 (expériences n° 9 a 16). L’effet de 'ozone (X4) est tres
supérieur a celui des autres facteurs et aucune interactions avec les autres facteurs ne peut étre

constatée.

Une modélisation mathématique a été réalisée dans les mémes conditions que celle du plan

d’expériences sur I’acide performique. Les modeles obtenus sont reportés dans le tableau 30.

Tableau 30 : Formulation et évaluation statistique des modeles mathématiques retenus dans le cas du

plan factoriel 2°.

Réponsesaestimer | Modele mathématique “Test statistique
Blancheur botb1 X +byXo+b3X3+bsXa+b1 b3 X1 X3+bba XXy 10,9455 0,7246
Jaune botb X +by X5 tb3 X3+by b3 X5 X3 0,7620 0,5837
Finesse b+ by Xo+baXs 0,7393 0,6584
%>30pm b0+b1X1+b2X2+b4X4+b1b2X1X2 0,63 16 0,533 1

Les tests statistiques réalisés sur les modeles mathématiques de la finesse et du pourcentage de
fibres dont le diamétre est supérieur a 30um sont bons (proches de 1), ceux du jaune restent

corrects.
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Pour affiner les meures d’impacts des différents facteurs sur le feutrage, nous avons décidé de
poursuivre 1’étude en réalisant une matrice d’expériences composite complémentaire au plan

d’expériences déja réalisé.

3.2.2. Optimisation par plan d’expérience composite centré

Les modéles mathématiques obtenus sont des polyndmes de degré deux qui permettent la
recherche d’optimum. Dans le cas présent, la méthode des plans d’expériences composites
centrés est particuliérement bien adaptée. En effet, ce type de plan est réalisé sur la base des
résultats obtenus avec le plan d’expérience factoriel complet 2* précédent. Ces expériences
doivent étre complétées par une ou plusieurs expériences au centre du domaine expérimental
quand X;=0 (U;°""= 2mM, U,*""°= 100ul/1, Us*™= 0,125M, Us*"= 62g d’0s/m’) et
d’une matrice d’expériences constituée par un ensemble de points situés sur les axes de
chacun des facteurs X; a X4 (Goupy, 1996 ; Chakchouk et coll.,, 1994). Cette matrice

d’expériences et les résultats sont regroupés dans le tableau 31 :
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Tableau 31: Matrice d’expériences du plan composite centré et résultats obtenus a chaque
expérience : les expériences 1 4 16 ont été réalisées précédemment dans le plan factoriel complet 2,
Les expériences 17 a 24 (en gras) viennent compléter ce plan pour former la matrice d’expériences

composite centrée. L expérience 25 (en gras) correspond & une mesure moyenne au centre du domaine

obtenue par 4 essais.

13,7

11,4 21,6 5 0,142

-1 -1 -1 44,5 13,3 214 4,7 0,123
1 -1 -1 43,7 12,2 21,5 4,6 0,131
-1 -1 ] 1 | -1 40,2 11,7 21,5 5,6 0,126
1 -1 1] -1 41,2 11,75 21,6 4,9 0,118
-1 1 1 -1 41,2 11,1 21,4 4,8 0,096
1 1 1§ -1 40,7 10,2 21,5 5,6 0,094
-1 -1 -1 1 44,7 12,3 21,5 4,6 0,050
1 -1 p-17] 1 43,4 12,3 21,2 4,7 0,050
-1 I | -1] 1 42,6 13,2 21,0 4,5 0,050
1 1 | -1 1 41,8 11,8 20,4 4,2 0,050
-1 -1 )1 1 42,0 13,0 21,4 5,2 0,050
1 -1 )1 1 42,7 12,6 21,0 4 0,050
-1 1 1 1 38,3 10,8 20,7 4,5 0,050
1 1 1 1 39,5 10,7 20,5 4,2 0,050
-1 0100 41,2 11,9 21,0 4,6 0,050
1 000 41,4 11,8 20,7 4,1 0,050
0O (1,00 43,4 13,5 21,4 4,7 0,056
0 11010 41,9 12,2 20,9 4,7 0,050
0 0 |-1]0 44,3 13,5 21,1 4,7 0,050
1 0 0|10 40,7 11,7 21,6 5,6 0,050
0 0| 0| -1 40,9 11,2 214 4,9 0,075
0 0 (0 39,8 10,6 20,0 3,2 0,050
0 00 42,6 12,7 21,1 4,6 0,052

Les valeurs des effets directs, d’interaction et de deuxiéme degré peuvent étre obtenue par

calcul matriciel en utilisant la relation suivante :

b=(X"X)"' XY
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Avec : X la matrice d’expériences ; X' la matrice d’expériences transposée, Y la matrice des

réponses et (Xt.X)'1 I’inverse de la matrice du produit matriciel de X' par X.
Cette opération relativement fastidieuse si elle est réalisée manuellement est résolue par
ordinateur. Les valeurs des effets des facteurs principaux et de leurs interactions ainsi que des

effets de deuxiéme degré ont ét¢ reportées tableau 32.

Tableau 32 : Effets des facteurs principaux et de leurs interactions et effet de deuxiéme degré pour

chaque réponse mesurée.

 (g/em

-0,1£0,2 -0,2+0,1 -0,001+0,004

-0,610,2 -0,4+0.2 | -0,240,1 -0,2+0,1 -0,005+0,004

-1,54+0,2 -0,610,2 -0,00,1 0,1+0,1 -0,00620,004

-0,3+0,2 0,0+0,2 -0,3+0,1 -0,4+0,1 -0,034+0,004

-0,240,2 -0,240,2 -0,110,1 -0,10,1 0,00740,004

-0,040,2 -0,0+0,2 0,0£0,1 0,2+0,1 0,00120,004

0,4+0,2 0,2+0,2 0,010,1 0,010,1 -0,00140,004

0,0+0,2 0,102 -0,140,1 -0,110,1 0,001+0,004

1,1£0,2 0,8+0,2 0,2+0,1 0,2+0,1 0,010+0,004

-0,240,2 -0,4+0,2 0,010,1 0,110,1 -0,00120,004

-0,7+0,2 -0,1+0,2 -0,110,1 0,010,1 0,006+0,004

1,0+0,2 0,5+0,2 0,410,1 0,7+0,1 0,007+0,004

0,2+0,2 0,240,2 -0,010,1 -0,1£0,1 0,00740,004

. by -1,240,2 -1,2402 | -0,240,1 -0,4+0,1 0,019+0,004
| bpy | -0,120.2 -0,0+0,2 0,00,1 0,1+0,1 -0,001+0,004
b 0,2+0,2 -0,1+0,2 -0,010,1 -0,10,1 -0,00140,004
b 0,1+0,2 -0,140,2 0,0£0,1 -0,1+0,1 0,001+0,004

by | <0240 -0,140,2 0,00, 1 -0,140,1 0,001+0,004

bpas 0,120,2 0,240,2 0,0+0,1 0,0£0,1 0,001+0,004

Le modéle mathématique obtenu par le plan d’expériences composite centré est un polyndéme
du deuxiéme degré par rapport a chacune des variables codées prises indépendamment. Les
coefficients du polyndme sont la moyenne, les effets principaux et les effets d’interactions
ainsi que les effets de degré deux. En théorie, pour un plan composite centré réalisé sur 4

facteurs, la réponse calculée 1 prend la forme suivante :
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N=bo+b; X;+brXo+b3X3+bsXstb; 1 X1 2 4+by X0 b33X 52 +bgg X +b 15X Xo+b 13X X3 +b 12X Xa+bos
XoX3+baXoXa+b34 XX +b 123 X1 XX 5+b124 X1 Xo Xy +b 134X X3 Xy +b23a X0 XXy +b 1234 X1 X2 X3
X4

Comme dans le cas du plan factoriel 2*, cette équation théorique est simplifiée en pratique en

’ye . . .y . . . 2 2 -
éliminant les effets non influants de maniére a maximiser les valeurs de r* et P,“. Les résultats

obtenus ont été reportés dans le tableau 33 :

Tableau 33 : Formulation et évaluation statistique des modeles mathématiques retenus pour chaque

réponse.

T Teststatistique

Blancheur ?g}igﬁ;:;ﬁﬂgﬁgg“b”& THaXs 0 | 6780 | 0,8896
> 2 2

Jaune ;’g;'j’rgg:;ﬁﬁﬁg’gﬁb”& ThaaXsthas | 9515 | 03502

Finesse | oabiXrbaXetboXo X thia Xl s Xotbu | g 55| 0,6039

Feutrage botbaXotbiXatbaXo +bey X 0,8584 | 0,8339

Les coefficients 1* et P,* des polynémes du deuxiéme degré obtenus pour la blancheur, le
degré de jaune, la finesse et le pourcentage de fibres de diameétre supérieur a 30um sont
inférieurs ou égaux a ceux obtenus par les polyndmes plus simples du 1° degré qui avaient été
retenus dans le tableau 30. Nous avons donc utilisé ces polyndmes pour réaliser les courbes

d’isoréponses correspondantes (figure 48).
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figure 48 : Courbes d’isoréponses de la blancheur, du degré de jaune, de la finesse et du pourcentage de
fibres dont le diamétres est supérieur a 30pum et du feutrage en fonction des facteurs les plus influents.

Les polynémes du premier degré utilisés pour modéliser ces réponses sont présentés dans le tableau 30.

Ces courbes illustrent bien I’évolution de la blancheur et du degré de jaune en fonction de la
concentration de la préparation enzymatique de GC 897 et du peroxyde d’hydrogéne. La
finesse et le pourcentage de fibres dont le diamétre est supérieur a 30um sont des
caractéristiques améliorées par le traitement d’oxydation a 1’ozone suivi de I’attaque
enzymatique.

Dans le cas du feutrage, le polyndme du deuxi¢éme degré obtenu par le plan composite présente
une excellente corrélation avec les résultats expérimentaux. Le graphique de la figure 49

illustre I'influence de I’0zone et de la préparation de subtilisine sur la diminution du feutrage.
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figure 49 : Courbes d’isoréponses de I’aptitude au feutrage en fonction de la concentration en ozone et

en GC 897. Cette modélisation est réalisée en utilisant le polynéme du deuxiéme degré du tableau 33.

Cette courbe montre bien I'impact trés important de la concentration de I’ozone sur la
diminution de I’aptitude au feutrage des fibres. Par contre I’influence de 1’enzyme sur cette
réponse est beaucoup plus restreinte. L optimum de concentration de GC 897 modélisé par le
polynome est d’environ 100ul/l. Cette valeur est liée aux influences positives directes de b,= -

0,005+0,004g/cm’ et négatives du coefficient de deuxiéme degré b»=0,010+0,004g/cm’.

En résumé : Le traitement infeutrable des fibres de laine par oxydation a I’ozone et protéolyse
enzymatique apparait comme une solution intéressante. Parmi les différents facteurs étudiés,
’effet de la concentration en ozone sur la diminution du feutrage se détache largement. Le
polyndéme du deuxiéme degré obtenu pour ce facteur permet une modélisation trés efficace de
I’évolution du feutrage en fonction de la concentration en ozone et en enzyme. Pour les autres
réponses, les meilleurs modélisations ont été obtenues par les polyndmes du premier degré
issues du plan factoriel complet 2'. Outre I’amélioration globale des caractéristiques
colorimétriques et de I’absence de détérioration des fibres par le traitement, la diminution de

leur diamétre moyen est une évolution trés intéressante qui en augmente la valeur marchande.
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4. Caractérisation des fibres de laine traitées par un procédé d’oxydation par I’ozone suivi

d’une hydrolyse enzymatique ménagée

A ce stade de Pétude, une caractérisation exhaustive du produit obtenu par le procédé
d’oxydation par I’ozone suivie d’une protéolyse ménagée a été entreprise. Ainsi, une série de
mesures sur la couleur, la dimension, la résistance, le feutrage, le taux d’acide 18-
méthyleicosanoique et I’observation en microscopie électronique des fibres ont été réalisées
aux différentes étapes du traitement. En complément, le caractére irrétrécissable du produit a
également été testé. Les trois échantillons correspondants aux différentes étapes du procédé

sont

¢ un échantillon témoin de fibre brute peignée cardée.

e un échantillon traité par I'ozone : 10,00+£0,05g de fibres sont traitées 15 minutes par
21/min d’oxygéne contenant 100g0s/m’.

e un échantillon traité par ’ozone et la préparation enzymatique de GC 897:
10,00£0,05¢ de fibres sont traitées 15 minutes par 2l/min d’oxygeéne contenant
100g0s/m®. Ces fibres sont placées 5 minutes dans 1 litre de tampon borate pH
9,2/0,25M/55°C contenant 200ul/1 de GC 897. L’échantillon est neutralisé 2 minutes
par 1 litre de solution d’H,SO4 &8 pH=2.

Au regard du plan d’expériences réalisé précédemment, ces traitements apparaissent
drastiques mais I’objectif est de mettre trés nettement en évidence les qualités et défauts du
procédé. Les caractéristiques dimensionnelles et colorimétriques des échantillons sont

reportées dans le tableau 34 :

Tableau 34 : Caractéristiques colorimétriques et dimensionnelles des fibres brutes, oxydées par

I’ozone et traitées par GC 897.

Blancheur | Jaune | Finesse | %>30pm Feutrage Ténacité
W (pm) (%) (g/cnr’) (cN/Tex)
Fibre brute peignée cardée 49,4 12,7 21,3 473 0,188 8,60
Fibre oxydée par I'ozone 46,0 12,3 21,2 4,3 <0,050 -
Fibre oxydé par 'ozone et
hydrolysé par les protéases 44,3 11,6 18,2 1.8 0,050 7,98
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Globalement, le traitement améliore la blancheur des fibres (W : 49,4—44.5). Comme cela a
été démontré précédemment, cet effet est li€ a la fois & ’0zone et au traitement enzymatique.
Parallélement nous observons une légére diminution du degré de jaune (Jaune : 12,7->11,6)
liée au traitement enzymatique. Ces résultats doivent toutefois étre interprétés avec prudence
car une évolution colorimétrique des fibres dans le temps est envisageable. Cette éventualité
est un phénomene classique qui n’a toutefois pas ét¢ étudié dans ces travaux.

Les mesures de finesse réalisées sur [D'échantillon traité ozone/GC 897 évoluent
significativement. Le diamétre moyen de ces fibres chute de 3.1um par rapport au témoin non
traité. Cet effet s’accompagne naturellement d’une perte de matiére symptomatique dont les
répercussions sur le colit ne peuvent étre négligées. Toutefois, cette modification qui
n’entraine pas de diminution dramatique de la résistance des fibres (%>30um: 4,3—51,8% ;
ténacité : 8,60—7,98cN/Tex) peut étre commercialement intéressante si 'on se référe a la

courbe de prix des fibres en fonction de leur finesse (figure 50) :
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Figure 50 : Evolution du prix des fibres de laine en fonction du diamétre (source CHARGEURS
WOOL).

Le gain généré par ’achat d’une fibre de 21 um transformée en fibre de 18um est de 47FF/Kg
soit une plus value de 147%. Ce chiffre ne tient évidlemment pas compte des pertes de
matires qui peuvent correspondrent a environ 25%, du colit du traitement, de
I'investissement en matériel et du profit obtenu par Dacquisition du caractére

d’irrétrécissabilité. En pratique, il serait sans doute plus intéressant de travailler sur une fibre

120



de départ plus fine de maniere & réaliser un traitement moins sévére. Dans ce cas, la
diminution de la finesse des fibres serait bien sur minimisée mais les pertes de maticre

également.

L’observation directe des échantillons de laine aux différents stades du traitement illustre

parfaitement les modifications localisées a la surface des fibres (figure 51).

@ :Fibre brute peignée cardée @ :Fibre oxydée par I’0zone

-----------
@ a 3 m 2 .3 o 8 o o

a

90kV, x2.0k

Figure 51: Observation au microscope électronique & balayage des modifications de surface
occasionnées par le traitement d’oxydation 4 I’ozone et I’hydrolyse enzymatique par GC 897

(grossissement : 2000x pour @, @ et @b et 600x pour @a).

Ces photographies illustrent parfaitement les modifications occasionnées par le traitement a

ces différentes étapes. Au départ, les écailles de cuticule responsables du feutrage sont bien
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visibles (figure 51 @). Aprés oxydation par I’ozone, la fibre subit un premier pongage qui
affecte les arétes des écailles initialement saillantes (figure 51 @). L’hydrolyse enzymatique
des fibres oxydées par I’ozone entraine le retrait total de I’écaille de cuticule (figure 51 ®).
Ce phénoméne traduit bien la diminution du diamétre moyen des fibres ainsi que celle du taux

de 18-méthyleicosanoate (tableau 35).

Tableau 35: Evolution de la quantité de 18-méthyleicosanate des fibres aux différents stades du

traitement irrétrécissable.

> 18-méthyleicosanoate |~~~ Y%relatifde
, (mg/gdefibre) = | 18-méthyleicosanoate perdu
Fibre brute 1,010£0,06 0%
Fibre oxydée pat I’ozone 0,702+0,06 30%
Fibre brute traitée par les protéases 0,953+0,06 0%
Fibre oxydf’:e par I’ozone et traitée 0.367+0,06 64%
par les protéases

Le taux de 18-méthyleicosanoate présent a la surface des fibres est fortement affecté par le
traitement oxydatif par I’ozone. Cette tendance (perte = 30%) est comparable avec la perte
(=38%) mesuré dans le cas de ’oxydation par le chlore (tableau 12). De maniére similaire
I’attaque enzymatique de la surface des fibres n’est effective uniquement aprés 'oxydation

par I’0zone (taux : 0% — 64%).

A ce stade I'irrétrécissabilité de 1’échantillon peut étre attendue. Cette caractéristique a été

étudide.

Cette expérience a été réalisée sur des pieces de tissus tricotées d'environ 100g de fibres. La
mati¢re a €té préalablement oxydée par trongons de 10,00+0,05g dans [’oxygéne contenant
100g0s/m’ a raison de 21/min pendant 15 minutes. Les fibres ont été hydrolysées 5 minutes
par 10 litres d'une solution de GC 897 a 0,2ul/l dans du tampon borate 0,25M a pH=9 et &
55°C.

L’échantillon non traité présente un retrait total a I’issue du test de +80% comparable a celui
obtenu dans le cas du test des fibres chlorées. Dans les mémes conditions, I’échantillon traité
par I’ozone et soumis a I’hydrolyse enzymatique présente un retrait de seulement —4%. Ce
relachement de 1’étoffe peut étre compensé mécaniquement au moment de la filature et du

tricotage. A la taille de I’échantillonnage prés, ces résultats encourageants permettent de
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revendiquer le label lavable machine pour tous les articles en laine. Il sera donc nécessaire de
produire une plus grande quantit¢ de matiere pour valider définitivement le test machine.
Cette opération passe par la construction et la mise en ceuvre d’un réacteur de traitement des

fibres a I’échelle pilote.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

L’objectif de cette étude proposée par le groupe CHARGEUR était I’obtention et
Poptimisation d’un traitement infeutrable et écologique des fibres de laine par voie
enzymatique. Le feutrage des fibres est en effet directement responsable du rétrécissement
néfaste des étoffes de laine au cours du lavage. Les orientations scientifiques développées
dans ces travaux ont été fortement inféodées au contexte industriel sous jacent. Ainsi, le choix
des enzymes utilisées a répondu a la double exigence imposée par la nature essentiellement
protéique des fibres (97%) et la volonté industrielle d’insérer le traitement apres 1’étape de
lavage dans la chaine de production continue de laine peignée. En tenant compte des
conditions physico-chimiques observées a ’issue de I’étape de lavage le choix des enzymes a

été arrété aux protéases alcalines industrielles GC 897 commercialisées par GENENCOR.

Nous avons montré que I’attaque enzymatique de la surface des fibres n’était réalisable
qu’apres oxydation par une solution chlorée. Cet agent chimique, bien que trés polluant, a été
initialement utilisé en raison de sont efficacité oxydante notoire vis a vis des fibres de laine.
La mesure systématique du caractére irrétrécissable des étoffes de laine traitée est une
opération cofiteuse, longue et fastidieuse. L évaluation de ’efficacité des traitements sur le
critere irrétrécissable n’a donc pas été réalisée en premieére approche. De plus, au niveau
industriel, la qualité globale des fibres de laine dépend non seulement de la résistance au
feutrage qui est un bon indicateur de I’irrétrécissabilité mais également de nombreux autres
facteurs tels que la couleur, la finesse ou encore la résistance a I’étirement. Une analyse
multifactorielle de ces caractéristiques par les outils spécifiques de I’industrie textile a donc
été réalisée.

Les observations directes par microscopie €lectronique a balayage montrent des fibres dont la
surface est toute ou partie poncée. L’élimination d’une fraction de cette surface correspondant
a une partie de la cuticule diminue de maniére trés importante ’aptitude au feutrage des
échantillons jusqu’a leur limite inférieure de mesure sans pour autant affecter I’intégrité des
fibres. Parallélement nous avons noté une amélioration notable des caractéristiques

colorimétrique apres oxydation et protéolyse.

En complément, nous avons entrepris a différentes étapes des traitements oxydatifs et

enzymatiques 1’analyse fine des variations du taux d’un marqueur biochimique présent
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spécifiquement & la surface des fibres. Dans cet objectif, ’acide 18-méthyleicosanoique
(MEA) ramifié en antépénultiéme position par un résidu méthyle et exclusivement li€ par des
liaisons thioester a la cuticule, constituait un marqueur de prédilection. Aprés saponification
et extraction de I’ensemble des acides gras liés aux fibres, deux techniques de dérivation
complémentaires ont été utilisées lors de I’identification de ce composé par CG-MS. Dans une
premiére étape, la technique classique de dérivation sous forme d'ester de méthyle fut mise en
ceuvre puis complétée par une dérivation sous forme de dérivé N-acyl pyrrolidide. Cette
derniére méthode étant particulierement adaptée a l'analyse fine des acides gras a longue
chaine carbonée. Les mesures du taux de cet acide gras aprés le traitement par le chlore
indiquent une modification profonde de I’épicuticule caractérisée par la diminution de 28%
(g/g) du taux de MEA. L’efficacité de I’attaque protéolytique des fibres aprés oxydation est
une conséquence directe de ces changements de surface. A I'issue de I’oxydation et de

I’hydrolyse la perte totale en MEA atteint ainsi un maximum de 56%.

Les échantillons d’étoffe réalisés a partir de fibres traitées par le chlore et attaquées par
les subtilisines ont été soumis au test normé de lavage en machine. Aucun retrait n’a pu étre
mesuré sur ces échantillons, alors qu’un rétrécissement de prés de 80% a été constaté sur un
témoin non traité. De plus, la dénaturation en milieu acide des protéases adsorbées aux fibres
aprés traitement a également été¢ mise au point de maniére a éviter d’éventuelles hydrolyses

non controlées.

Bien qu’ayant démontré son éfficacité, [’utilisation du chlore en tant qu’agent
d’oxydation dans un procédé qui se veut avant tout €cologique a été remise en cause. Les
travaux se sont naturellement orientés vers la recherche d’agents oxydants alternatifs au
chlore. Trois candidats ont été testés : les systémes combinant le peroxyde d’hydrogéne avec
des ions métalliques ou d’oxyde métallique (WoO4>, MO,*, Ca**, Fe’*), I’acide performique
et ’ozone. Les résultats de ces investigations basées sur les mesures de sensibilité a ’attaque
par les protéases et sur les mesures obtenues par des outils de I’industrie lainiere (couleur,

finesse...) ont permis de retenir ces deux derniers traitements.

Une optimisation de ces traitements oxydatifs suivis d’une attaque enzymatique a été
menée par la technique des plans d’expériences. Dans le cas du traitement & base d’acide
performique, I’influence de la température de la solution enzymatique, de la concentration de

Pacide performique, ainsi que de sa température et de sa durée d’application ont été mesurées
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par un plan d’expériences factoriel complet 2%, Le résultat de cette étude montre que tous les
facteurs testés a ’exception de la durée de ’oxydation, diminuent I’aptitude au feutrage mais
altérent considérablement la résistance des fibres. Pour tenter de résoudre ce probléme,
I'optimisation de la concentration et de la température d’application de la solution d’acide
performique a été réalisée par la méthode séquentielle du Simplex, sans pour autant parvenir a
une solution probante. La feutrage ne pouvant étre diminuée suffisamment sans réduction
inacceptable de la ténacité, le traitement a base d’acide performique a finalement été

abandonné.

L’optimisation du traitement infeutrable par oxydation a 'ozone suivie de I’hydrolyse
par les protéases du GC 897 a été entreprise. Dans un premier temps, un plan d’expériences
factoriel complet & deux niveaux 2* a permis de définir influence de la concentration de
I’ozone, des enzymes, de la soude et du peroxyde d’hydrogéne. L’effet de ces facteurs sur la
couleur et la finesse des fibres a été modélisé par un polyndme du premier degré. Par contre
I'importance de "augmentation de la concentration en ozone sur la diminution du feutrage est
telle qu’elle n’a pu étre quantifiée trés précisément. Un plan d’expériences centré réduit,
complémentaire au plan 2* réalisé précédemment a permis d’obtenir un modéle polynomial de
degré deux modélisant convenablement le feutrage en fonction des différents facteurs,

notamment de la concentration en ozone.

Dans le dernier chapitre nous avons testé exhaustivement les -caractéristiques
d’échantillons oxydés de maniére intensive par I'ozone puis soumis a I’attaque protéolytique.
Le caracteére irrétrécissable du produit final suggéré par I’absence de feutrage a été démontré
par le test normé de lavage en machine. Par ailleurs, les mesures colorimétriques montrent
également une amélioration sensible de ces caractéristiques. En paralléle il a été observé une
forte diminution de la finesse des fibres sans altération de leurs résistances. Cette derniere
mesure, complémentaire avec celle de la chute du taux de 18-méthyleicosanoate (perte 64%)
et les observations par microscopie de fibres parfaitement lisses suggérent que les
modifications se limitent comme dans le cas du chlore a la surface des fibres. Sur le plan
économique, la plus value engendrée uniquement par la réduction du diamétre moyen des

fibres a été estimée en premiére approche a environ 147%.

A ce stade de I’étude rappelons que les conditions opératoires du traitement, notamment

de l'oxydation par I'ozone, sont trés éloignées de celles pouvant étre pratiquées dans
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I’industrie. De plus d’autres questions restent en suspend comme par exemple 1’éventuel
recyclage des enzymes adsorbées aux fibres de laines et 1’évaluation de 1’épuisements des
bains d’enzyme dans le cas d’un passage continue de fibres. Il est donc nécessaire de réaliser
un réacteur a 1’échelle pilote pour confirmer ces premiers résultats, évaluer une éventuelle
faisabilité technologique dans le cadre d’un procédé industriel continu et approcher plus
finement un bilan économique. De plus ce procédé de traitement irrétrécissable entraine
I’¢élimination d’une partie importante des écailles de cuticule. Or, cette structure extrémement
riche en résidus soufrés (35% de cys) constitue un sous produit dont la valorisation devrait
étre envisagée. Enfin, sur la base générale de ce traitement oxydatif a 1’ozone, I’application
d’autres enzymes telles que des cellulases peut aussi étre envisagée pour éliminer les traces de
mati¢re végétale présentes au niveau des fibres. Ces résidus cellulosiques imposent en effet
’utilisation de nombreuses cardes qui alourdissent la chaine de production de laine lavée ct

causent la perte d’une partie non négligeable de fibre.
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